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Introduction. 


Le probléme de l’immunité des plantes vis-A-vis des mala- 
dies parasitaires offre un grand intérét en pathologie comparée. 
Peut-on retrouver dans le régne végétal les processus de résis- 
tance aux microorganismes pathogénes qui ont fait l objet 
d’études si approfondies en immunologie animale ? Plus pré- 
cisément, existe-t-il chez les plantes des propriétés humorales 
comparables a celles que l’on attribue chez les animaux aux 
anticorps, qui peuvent exister chez les sujets normaux mais 
se développent surtout chez les individus infectés, et sont 
capables d’agir électivement sur les agents de l’infection ? 

L’existence de réactions d’immunité humorale chez les 
plantes a été découverte par Noél Bernard (4, 5], au cours de 
recherches portant sur des Orchidées & bulbes de la tribu des 
Ophrydées. On .sait que les Ophrydées, comme d’ailleurs, 
toutes les Orchidées, hébergent des champignons symbiotiques 
dans l’écorce de leurs racines. Mais, alors que les racines 
absorbantes de ces plantes sont toujours envahies par les 
endophytes, les racines tubérisées et coalescentes qui consti- 
tuent leurs bulbes sont constamment indemnes d infestation. 
Noél Bernard montra que cette singuliére immunité des bulbes 
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est due a une substance qu’ils sécrétent et qui est capable de 
détruire le champignon symbiotique. L’expérience qui lui 
permit de mettre en évidence le pouvoir fungicide des bulbes, 
et qui fut plus tard reproduite par M. Nobécourt [44], puis par 
nous-méme [34, 32], est la suivante : 

Au fond d’un tube de culture renfermant un milieu nutritif 
gélosé, on introduit un fragment découpé aseptiquement dans 
le bulbe d’une Ophrydée (Loroglossum hirctnwm Rich.). Ce 
fragment, appuyé fortement sur la gélose, laisse diffuser dans 
la gelée nutritive les produits solubles qu’il renferme. Le 
Rhizoctonia repens, champignon endophyte des Ophrydeées, 
est semé, en méme temps, 4 la partie supérieure de la surface 
-inclinée de la gélose. Il commence par s’accroitre tout autour 
du point d’ensemencement, mais, quand le bord du voile qu ‘il 
forme arrive A une certaine distance du fragment de bulbe, sa 
croissance dans cette direction s’arréte brusquement ; le voile 
se limite li par une ligne nette, et, en quelques semaines, 
toute la culture est tuée. Cette action fungicide est spécifique ; 
elle s’exerce bien sur l’endophyte des Ophrydées, mais non 
sur le Rhizoctonia mucoroides, endophyte des Phalenopsis et 
des Vanda; d’autre part, elle disparatt chez les bulbes chanffés 
a 53°. Elle a done bien les propriétés des anticorps qui se déve- 
loppent dans les humeurs des animaux immunisés et qui sont 
de méme spécifiques et peu résistants a Ja chaleur. 

Depuis lors, nombreux sont les auteurs qui ont tenté de 
mettre en évidence, dans les sucs végétaux, des propriétés 
analogues a celles que présentent les sérums en immunologie 
animale. Les essais entrepris dans cette voie ont donné lieu a 
des interprétations, parfois méme a des résultats contradic- 
toires. Nous nous proposons de rapporter dans ce mémoire 
quelques expériences personnelles sur des réactions immuno- 
logiques des plantes vis-a-vis du Phytomonas tumefaciens. 


I. — Réactions d’agglutination. 


Le Phytomonas tumefaciens (E. F. Smith, Brown et Town- 
send), agent du cancer des plantes ou crown-gall, ne se déve- 
loppe pas au sein des tissus dont il provogque la prolifération. 


L’IMMUNITE HUMORALE CHEZ LES PLANTES 567 


Comme Vont montré divers auteurs, MM. Robinson et Walk- 
den [46], M. Pinoy [43] et nous-méme (33), il se localise stricte- 
ment a la surface des galles, dans des régions formées de cel- 
lules mortes ou adultes, incapables de se diviser. Dans les 
parties profondes des tumeurs, ow se trouvent les centres ger- 
minatifs constitués par des cellules qui se divisent activement, 
examen direct et la culture sont également impuissants a le 
mettre en évidence. Rapprochant ce fait de Vimmunité des 
bulbes d’Ophrydées vis-i-vis des champignons symbiotiques, 
nous nous sommes demandé si le suc des végétaux sensibles 
ne serait pas capable d’agir in vitro sur la bactérie cécidogene, 
si, plus précisément, il ne serait pas doué de propriétés agglu- 
tinantes. 


Pour le vérifier, nous avons mélangé, suivant le procédé 


courant en sérologie, des suspensions bactériennes avec des 
dilutions croissantes de sucs végétaux [34]. 


Tecunigues. — Préparation des sucs végétauz. — Les tumeurs ou 
tiges feuillées dont il s’agit d’extraire le suc sont broyées dans un mor- 
tier, 4 sec ou apres addition de leur poids d’eau distillée. La pulpe 
résultant du broyage est exprimée sur un linge et filtrée sur papier, 
et, éventuellement, sur bougie Chamberland L,. 

Préparation des suspensions bactériennes. — Les bactéries, prélevées 
dans une culture de vingt-quatre heures sur gélose T, sont pesées a 
l’état frais et mises en suspension dans ]’eau physiologique, a raison de 
1 centigramme de germes pour 20 cent. cubes d’eau salée. 

Ces suspensions bactériennes sont disposées dans une série de tubes 
a essais en verre pyrex de 13 millimétres de diamétre intérieur, a raison 
delc.c.6a1c.c. 9 par tube. On ajoute dans chaque tube 0c. c. 14 
oc. c. 4 de suc végétal, pur ou dilué au 1/10 6u au 1/100, de maniére & 
obtenir, dans un volume constant de liquide égal a 2 cent. cubes, toute 
une échelle de dilutions. Les témoins renferment 2 cent. cubes de 
suspension bactérienne sans suc végétal. 

Les tubes sont laissés 4 la température du laboratoire ; la lecture est 
faite au bout de vingt-quatre heures. 

Toutes les plantes infectées qui ont servi pour les expériences d’agglu- 
tinalion, aussi bien que pour les expériences de précipitation, étaient 
inoculées depuis trois ou quatre mois avec le Phytomonas tumefaciens 
et portaient des tumeurs en plein développement, sans tendance a la 
nécrose. 


Dans un essai préliminaire (fait en juin), le suc d’une tumeur 
de Pelargonium zonale a été dilué dans des suspensions de 
Ph. tumefaciens aux taux de 4/5, 1/10, 41/100, 41/200, 
4/500, 1/1.000. Vingt-quatre heures aprés, alors que la sus- 
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pension témoin, ne renfermant pas de suc végétal, était restée 
parfaitement homogéne, une agglutination nette s’était pro- 
duite dans les tubes contenant du suc de tumeur, a toutes les 
dilutions éprouvées. Les flocons, rassemblés en dépdot au fond 
des tubes au repos, ne pouvaient étre dissociés et ramenés a 
l’état de suspension homogéne par I’agitation. L’agglutination 
était incompléte, en ce sens que le liquide surnageant restait 
trouble. Dans les expériences suivantes, l’agglutination a 
toujours présenté les mémes caractéres, 4 l’exception d’un cas, 
ou les flocons étaient en suspension dans un liquide clair 
(Voir ci-dessous, tableau V, Pelargonium G.). Notons que, le 
plus souvent, les flocons ont un aspect filiforme et sont, par 1a, 
assez différents des agglomérats produits par les sérums agglu- 
tinants. 

Dans une deuxiéme expérience, l’action du suc de tumeur 
de Pelargonium a été éprouvée non seulement sur le Ph. tume- 
jaciens, mais aussi sur d’autres bactéries phytopathogénes 
(Erwinia carotovora, Phytomonas mort). Nous avons éprouvé en 
méme temps |’action du chauffage sur le pouvoir agglutinant et 
Vaction sur le Ph. tumefaciens du suc d’un Pelargonium non 
inoculé. Les résultats ont été les suivants. 


TaBLeau J. 
o fa} J 
Sts (aar= Sve s/s = | Z 
Ren Eee Mexia enlace ac alls eet| SisS 
SlSiSIS lz] slalolele| $s 
—_ —_ — = aa ~~ = = ) 
= = —_ = eae oo 
Suc de tumeur non chauffé : 

RH UmMesaciens \. emet- saeaes Aig cae Net | ees | | el ea | a || 

EI RCOROLOUOTE Anmrer en ee) ete. — = aos 

PRIMO s Soh kare, Hee ee Sse = ne 


Suc de tumeur chauffé 4 100° : 
1A HOM DO OTN 5. 5 6 GG ad 6 == | a ee |} || 
Suc de Pelargonium non inoculé : 
Piietumelacve ns saan. arn: ene ene + 


+, agglutination; — pas d’agelutination. 


DE A EE EE ST a SE EE reese. 


L’expérience semblait en faveur d’une action agglutinante 
spécifique du suc de tumeur, s’exercant sur le Ph. tumefaciens, 
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mais non sur d’autres bactéries, et disparaissant par chauffage 
a 100°. Quant au suc de plante non inoculée, il agglutinait au 
taux de 41/50, mais non aux dilutions supérieures, ni au taux 
de 1/10, concentration qui, dans cette expérience, n’avait pas 
été essayée pour le suc de tumeur. 

Il existe deux races distinctes de Ph. tumefaciens, dont l'une, 
que nous appellerons race H, originaire du Houblon, est patho- 
géne pour le Pelargonium mais non pour |’ Anthémis (Chrysan- 
themum frutescens L.), tandis que l’autre (race C), originaire 
de l’Anthémis, est pathogéne pour les deux espéces. Les expé- 
riences suivantes (tableaux II et III) ont eu pour but d’éprouver 
laction du suc de tumeur de Pelargonium comparativement 
sur ces deux races, d’étudier l’action sur le Ph. tumefaciens H 
du suc de la tige feuillée portant une tumeur et de vérifier a 
nouveau l’action sur ce méme germe du suc de Pelargonium 


non inoculé. 
TABLEAU II. 


TEMOINS 


Suc de tumeur : 


+ Ph. tumefaciensH... . 
+ Ph. tumefaciens C 


Suc de la tige portant la tumeur : 
+ Ph. tumefaciens H 

Suc de Pelargonium non inoculé: 
+ Ph. tumefaciens H 


TaBLeau III. 


TEMOINS 


Suc de tumeur : 


+ Ph. tumefaciens H 
+ Ph. tumefaciens C 


Suc de Pelargonium non inoculé : 
+ Ph. tumefaciens H = + 


Eee 


4+, eros flocons; +, petits flocons ; +, flocons visibles a la loupe. 
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Les différences notées entre l’agglutinabilité des deux souches 
bactériennes par le suc de tumeur de Pelargonium ne sont pas 
de méme sens dans les deux expériences ; elles ne sont donc pas 
significatives. Le suc de la tige portant la tumeur s’est montré 
dépourvu de pouvoir agglutinant ; on verra par la suite qu il 
n’en est généralement pas ainsi. Quant au suc de Pelargonium 
non inoculé, ii a donné, dans l’expérience résumée par le 
tableau II, un résultat paradoxa! : absence d’agglutination aux 
plus fortes concentrations (4/80, 1/100, 1/200) ; agglutination 
aux concentrations plus faibles (1/500, 1/4.000). L’expérience 
suivante (tableau II) donne l’explication de ce fait. On y voit 
une agglutination nulle au 1/80 et au 1/4.000, faible au 1/100 
et au 1/500, notable au 1/200. Au lieu que Jl’intensité de 
Vagglutination soit proportionnelle 4 la concentration du suc 
végétal, comme c’est le cas, dans cette méme expérience, pour 
le suc de tumeur, elle est nulle aux concentrations fortes, atteint 
un maximum pour une concentration optima et décroit aux 
concentrations plus faibles. Elle ne se produit donc que dans 
une zone de concentrations étrowtement limitée. Ce phénomeéne 
s’observe couramment en sérologie, ot on le désigne sous le 
nom de « phénoméne de zone ». 

Le phénoméne de zone a été retrouvé dans la plupart des 
cas ou le suc de Pelargonium non inoculé a manifesté un 
pouvoir agglutinant, comme le montrent les expériences 
suivantes (tableau IV). Dans certaines d’entre elles, partant de 
ce fait que, dans le régne animal, les agglutinines normales 
sont parfois moins résistantes a la chaleur que les agglutinines 
artificielles, nous avons éprouvé comparativement l’action du 
suc non chauffé et du suc chauffé une demi-heure a 36° ou a 
80° et constaté que ce chauffage n’altére pas sensiblement le 
pouvoir agglutinant. La filtration sur bougie Chamberland ne 
parait pas le modifier non plus. Enfin, le pouvoir agglutinant 
du suc-de plante saine se limite, comme celui du suc de tumeur, 
au Phytomonas tumefaciens et ne s'exerce pas vis-a-vis de 
Ph. mori ni d’Erwinia carotovora. 

En résumé, sur neuf expériences ot son action a été 
éprouvée, le suc de Pelargonium non inoculé a agglutiné sept 
fois le Ph. tumefaciens avec phénoméne de zone (agglutination 
limitée, dans un cas — tableau I — au taux de 1/50), une fois 
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TasLteau 1V. — Pouvoir agglutinant du suc de Pelargonium 
non inoculé. 


TEMOINS 


Pelargonium A. 


Suc non chauffé : 


Pi aeiepaciens: He. js ee. 
Ph. mori 


Suc chauffé (56°) : 


Ph. tumefaciens 
Ph. mori 


Pelargonium B. 


Suc non chauffé : 


Suc chauffé (56°) : 
Ph. tumefaciens 


Pelargonium C : 
Ph. tumefaciensH .... 


Pelargonium D. 


Rihotumefactens Ws. 
Ph. mori 


Pelargonium E. 


Suc non chauffé : 
Ph. tumefaciens H.. . «.|+++/+++] +4 | 
Suc chauffé (80°) : 
Ph. tumefaciens HH... .| ++ | +4 | ++ 


Pelargonium F. 
Suc non filtré : 


Ph. tumefaciens H .. . 
Phy, twimeyaciens Ur... + 6 


Suc filtré sur bougie : 


Ph. tumefaciensH.... 
Ph. tumefaciens (.... 


+44, gros flocons, liquide louche; ++, flocons moins nombreux, liquide louche; 
+, petits flocons:=t, flocons yvisibles a la loupe. 
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Tasteau V. — Pouvoir agglutinant du suc de Pe/argonium 
inoculé avec le Ph. tumefaciens. 


| 4/1 000 
| TEMOINS 


Pelargonium G. 
Ph. tumefaciens H. 
Suc de tumeur : 


Pelargonium H. 
Ph. tumefaciens H. 
Suc de tumeur filtré sur bou- 
gie . 
Suc de la tige portant la tumeur : 
Non filtré 
Pelargonium I. 


Ph. tumefaciens H. 
Suc de tumeur : 


Suc de tumeur non chauffé : 


Ph. flaccumfaciens 
Ph. malvacearum 


+++-+, gros flocons, liquide clair. 


sans phénoméne de zone ; une fois, il n’a pas produit d’agglu- 
tination. 

Les expériences suivantes (tableau V), d’accord avec celles 
qui précédent (tableaux I, II et Il), montrent que le suc de 
tumeur de Pelargonium agglutine constamment le Ph. tume- 
jaciens H sans phénoméne de zone, qu’il n’agglutine pas le 
Ph. mori ni l’Erwinia carotovora, non plus que le Phytomonas 
flaccumfaciens et le Ph. malvacearum. (Le sérum de lapin 
anti-tumefaciens n’agglutine que le germe homologue, mais le 
sérum anti-flaccumfaciens, le sérum anti-malvacearum et le 
sérum anti-carotovora, selon M. Link et ses collaborateurs 
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Tasteau VI. — Suc de Chrysanthemum frutescens 
inoculé avec le Ph. tumefaciens. 


Spike iets (nS ONCemy ye bey RS seeks 
eealia dis ta hae ha eels 
PRP RR AAR acl at, be eae SR ee 
Anthémis A. 
Suc de tumeur : 
Ph. tumefaciens Ge. 2... = +4++/4++]/++4+/++4+]/+4++ a 
LAOS OTE [COUCIS AI 3 sole Toes 4: sth + = 
12), HOOUITUCGUIEOUTE 6 om © eo ac = — == | ane ae 
PR LLCCUMPACTENS eee = as — 
Suc de la tige portant la tumeur : 
LL UCT CLETUS Cet tetact Ele yet +++/++- |+4++}) ++ | ++ = 
LY WANG) CHOU OS Ms es sche = Hoe | dete ek = 
BREWROLUACCOTUTUM. V. ieee. 2 | = = = = Doe 
PR OCCU CETCTIS <a ioe a1 mers — <= = = ss 
Anthémis B. 
Suc de tumeur : 
Ph. tumefaciens C....... +++]+++]/+++}+++)+4+4+)4+4+] +) + ]- 
TET Oe, VEN (OKOLAUSA SUA SEG TaN See Sede) seat |) IE) tet te ars aoa h ae eee 
Pe fLGCCUTETECTCRE. Goh hie inl = = 
Phe malvoacearum 2. sn = = — a= a = 
Anthémis C. 
Suc de tumeur : 
Ph, tumefaciensC....... SoTL Ae} SL oe te See eke ey) ee || 
Rhenimefaciens: Wiai.e 1) spe es eae pe ee a | 
Suc de la tige portant la tumeur : 
PfemLUmne {ACLS Game) ue ol 4+4++/t+4/+44] +4 | 4+ = 
Anthémis D. 
Suc de tumeur non chauffé : 
Pi eUmefacrens. Cy lint san = 4 == [LIE |e See ee 
120. COMING [(CXCIOIS Jae 3 Eis Be 2 — |/+++/+++] ++ + + —!}—]—|]— 
Suc de tumeur chauffé un 
quart d’heure a 100° : 
1h USTRARMOIONE GS Gg 6G ole o 


(29, 30], agglutinent le Ph. tumefaciens ; il existe donc une 
parenté antigéne entre ces quatre bactéries phytopathogénes). 
Alors que le pouvoir agglutinant du suc de tumeur disparait 
par chauffage a 100° (cf. tableau J), il résiste & une demi-heure 
de chauffage & 56° et méme a &0°. Quant au suc de la tige 
feuillée de Pelargonium portant une tumeur, qui, dans un essai 
précédent, s’était montré inactif, il a, dans deux nouveaux 
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essais, agglutiné le Ph. tumefaciens, une fois sans phénoméne 
de zone, une fois avec phénoméne de zone peu accentué. 

Les expériences suivantes ont eu pour objet de rechercher 
le pouvoir agglutinant du suc d’Anthémis (Chrysanthemum 
frutescens) inoculé ou non avec le Ph. tumefaciens. Dans - 
toutes ces expériences (hormis la premiére), les sucs végétaux 
‘ont été filtrés sur bougie Chamberland L,. Les chloroplastes 
d’Anthémis traversant les filtres de papier, leur présence dans 
les suspensions géne la lecture des expériences. Les tableaux 
VI et VII donnent les résultats. 


Tasteau VII. — Suc de Chrysanthemum frutescens non inocule. 


| 1/10 000 
TEMOINS 


Anthémis E. 


Ph. tumefaciens C. . . — — — —|— 
Ph. tumefaciens H. . . = —_ = 

Ph. flaccumfaciens . . — -— —_ —) |} 
Ph. malvacearum. . . 


Anthémis F. 


Ph. tumefaciens C. . . t+Ht+i[+4+)]++t+}]+4)]++4+ a 
Anthémis G. 

Ph. lumefaciens C. . . ++]4++)4+) +) eye} —1—]— 

Ph. tumefaciens H. . . Se re ae ee a Oe eee ee 


Anthémis H. 
Ph. tumefaciens C. . . — = ae ae (tt | alias on 


Anthémis I. 
Suc non chauffé : 


Ph. tumefaciens C. . .| —|4++4+]/4+4+4] + pi ee em lah 8 be 


Suc chauffé un quart 
d’heure a 100° : 


Ph. tumefaciens C. . . 


Le suc de Chrysanthemum frutescens inoculé avec le 
Ph. tumefaciens, qu’il soit extrait de la tumeur méme ou du 
rameau qui la porte, est donc doué d’un pouvoir agglutinant 
6levé vis-a-vis de cette bactérie, puisqu’il peut s’exercer encore 
la dilution de 1/10.000. L’agglutination du Ph. tumefaciens C 
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est en général un peu plus intense que celle du Ph. tume- 
faciens H, non pathogéne pour |’Anthémis. Il n’apparait pas 
de phénoméne de zone pour les taux échelonnés entre 1/50 et 
1/10.000 ; toutefois, dans un cas ot une concentration plus forte 
(1/10) a été éprouvée (Anthémis D), l’agglutination ne s'est 
pas produite & ce taux. Les Phytomonas malvacearum et 
flaccumfaciens n'ont été en aucun cas agglutinés. 

Quant au suc d’Anthémis non inoculé, il a donné les résul- 
tats suivants (tableau VH) : 

Sur ces cing essais, le suc d’Anthémis non inoculé, dans 
un cas n’a pas agglutiné le Ph. tumefaciens‘; dans deux cas a 
donné une agglutination sans phénoméne de zone, dans un cas 
une agglutination peu intense comprise entre les dilutions au 
1/4100 et au 1/10.000, dans un cas une zone d’agglutination 
s’étendant du taux de 1/50 au taux de 4/200. Le pouvoir 
agelutinant du suc de plante saine est donc plus irrégulier que 
celui du suc de plante inoculée. 

Quant au suc de tumeur de Betterave (Beta vulgaris L.) 
provoquée par le Ph. tumefaciens, il s’est montré, ainsi que le 
suc de Betterave non inoculée, dépourvu de tout pouvoir agglu- 
tinant, tant vis-a-vis du Ph. tumefaciens que des Ph. malva- 
cearum et flaccumfaciens. 


Discussion. 


En résumé, dans les expériences précédentes, le suc de 
tumeurs de Pelargonium et d’Anthémis s’est montré constam- 
ment doué d’un pouvoir agglutinant intense vis-a-vis du 
Phytomonas tumefaciens, agent de ces tumeurs. Le suc de 
Pelargonium et d’Anthémis n’ayant pas recu préalablement 
d’inoculation de Ph. twmefaciens est doué aussi, fréquemment 
sinon constamment (12 fois sur 14), de pouvoir agglutinant, 
mais, contrairement & ce qui a lieu avec le suc de tumeur, 
lV’agelutination ne se produit généralement, dans ce dernier 
cas, que dans une zone de concentrations étroitement limitée. 
Quant au suc des parties saines des tiges feuillées portant les 
tumeurs, dans 1 cas il n’a pas agglutiné, dans 3 cas il a 
donné une agglutination de méme type que le suc de tumeur. 
Les sucs étudiés sont dénués de tout pouvoir agglutinant vis- 
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a-vis des Phylomonas malvacearum, flaccumfaciens, mori et 
de Erwinia carotovora. Le suc de tumeur de _ Betterave 
n’agglutine pas le Ph. tumefaciens. 

Avant de discuter ces résultats, nous rappellerons briéve- 
ment quelques données relatives au pouvoir agglutinant des 
sucs végétaux vis-a-vis des bactéries (4). 

Les premiéres en date des expériences sur ce sujet sont celles 
de M. Schiff-Giorgini [48], & qui l’on attribue généralement la 
découverte des anticorps spécifiques chez les végétaux. Selon 
cet auteur, les sucs des tissus avoisinant les tumeurs produites 
chez l’Olivier par le Phytomonas savastanoi (E.-F. Smith) 
agglutinent ce germe. Mais, si l’on se reporte au travail original 
de M. Schiff-Giorgini, on constate que les bactéries vis-a-vis 
desquelles il a éprouvé le pouvoir agglutinant sont des bacilles 
sporulés ; il ne s’agit donc pas du Ph. savastanoi, agent de la 
maladie, qui est, comme tous ses congénéres, dépourvu de 
spores, et l’agglutination observée n’a rien de spécilique. Plus 
tard, M. Cappelletti [6, 7, 8, 9, 10] a découvert, dans le suc 
des nodosités de certaines Légumineuses, des agglutinines 
thermolabiles (détruites en une demi-heure & 78°-80°), actives 
contre certaines races de Rhizobium radicicola (Beijerinck) ; 
ces agglutinines font défaut dans le suc des racines dépourvues 
de nodosités et n’existent dans les nodosités que pendant une 
période déterminés du développement, période qui s’étend de 
la floraison au début de la fructification (2). 

D’autres auteurs ont cherché 4 provoquer la formation 
d’agglutinines en inoculant des bactéries dans les organes 
végétaux. Aux résultats négatifs de la plupart d’entre eux 
s’opposent ceux de M"* Frémont [47], qui a constaté l’existence 
d'un pouvoir agglutinant spécifique dans le suc de Féves 
(Vicia faba), inoculées avec le Proteus vulgaris. Les expériences 

(1) Pour Vhistorique complet de la question, nous renvoyons au 


traité de MM. Carsone ect Arnaupt [14], aux monographies de 
MM. Cuesrer [45] et Savutesco [47] et aux theses de M.-Nostcourr [44] 
et de M!e Frémonr [22]. 

(2) Les résultats de M. Cappennerrr ont été confirmés par MM. Israinsxky, 
Runorr et Bernarp [25] ; toutefois, ces auteurs attribuent l’aggluti- 
nation observée non a des anticorps, mais 4 un phénoméne de bacté- 
riophagie. Selon M. Cursrer (Zbl. f. Bakt, II, 89, 1983, p. 1), le 
P. tumefaciens « contaminé » par le bactériophage s’agglutine spon- 
tanément dans les cultures en bouillon. 
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Jif 
de M'”® Frémont ont été reprises par MM. Carbone et 
Alexandri [13], mais avec des résultats négatils. Plus tard, 
M” Frémont [20, 22] a mis en évidence la formation d’agglu- 
tinines chez 1’Oignon (Allium cepa), inoculé avec le tétragéne, 
chez la Pomme de terre (Solanum tuberosum), inoculée avec le 
bacille de Gartner ; la formation de précipitines chez l’Oignon 
croissant en eau Gistillés additionnée d’ovalbumine. L’agglu- 
tination spécifique affecte souvent l’allure d’un silendniens 
de zone, ne se produisant que dans les derniers tubes de la 
réaction, ot les extraits cellulaires sont le plus dilués. Elle 
nest pas due a I’acidification du milieu par les extraits végé- 
taux, car les pH de la série d’expérience et de la série témoin 
sont presque toujours les mémes et en général trés voisins de 
la neutralité. 

MM. Gardére et Le Van-Ngon [23] ont observé que le suc 
de tiges de Pelargonium ayant recu trois injections de bacilles 
typhiques & huit jours d’intervalle agglutine ce germe aux 
taux de 1/10 et de 1/20, mais sans éclaircissement total du 
liquide. L’agglutination est spécifique : les bacilles para- 
typhiques, le bacille du célon et les bacilles dysentériques ne 
sont pas agglutinés. L’agglutinine est affaiblie par un chautlage 
de trente minutes 4 60° et détruite par un chauffage de 
trente minutes 4 100° ; elle fait défaut chez les Pelargonium 
qui n’ont pas recu d’injections de bacilles typhiques. 

Nombreuses sont les recherches relatives & la présence, dans 
les sucs végétaux, d’agglutinines naturelles ou acquises vis-a- 
vis du Phytomonas tumefaciens. Selon M. Korinek [27], le suc 
de tumeur ou de racines saines de Betteraves inoculées avec 
cette espéce bactérienne aggiutine le germe homologue a de 
fortes concentrations (taux limite, 41/10). Mais l’examen 
microscopique a montré & M. Korinek que les flocons sont 
formés de bactéries qui se rassemblent, par attraction chimio- 
tactique, autour de cristaux de sucre ; il ne s’agirait donc pas 
14 d’une agglutination de type immunologique. 

M. Riker [44] a constaté que le suc de tumeurs ou de tiges 
normales de Tomates (Lycopersicum esculentum) inoculées avec 
le Ph. tumefaciens, n’agglutine ce germe 4 aucune concentra- 
tion. Il en conclut que, si des anticorps sont produits dans les 
tissus de la plante, ils ne sont pas décelables en quantités suffi- 
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santes pour étre mesurés par les méthodes ordinaires. 
M. Gheorghiu [24], qui a pourtant réussi & immuniser le Pelar- 
gonium zonale contre le Ph. tumefaciens, n’a pu déceler 
d’agglutinines chez les plantes vaccinées. Enfin, M. Lasseur et 
M" Renaux {28], dans un travail postérieur 4 notre premiére 
publication sur le sujet [34], signalent qu’ils n’ont jamais 
observé l’agglutination du Ph. tumefaciens par le suc d’Anthé- 
mis, inoculé ou non avec cette bactérie. 


Telles sont quelques-unes des principales données relatives 
au pouvoir agglutinant des sucs végétaux vis-a-vis des bac- 
téries. Les faits décrits par les différents auteurs paraissent, 
& premiére vue, contradictoires. Disons tout de suite que nos 
expériences ne nous semblent pas en opposition avee celles 
de M. Riker, puisqu’elles ne portent pas sur les mémes 
espéces ; l’absence de pouvoir agglutinant que nous avons 
constatée chez la Betterave est & rapprocher des résultats 
négatifs qu'il a obtenus avec le suc de Tomate. Par contre, 
il semble y avoir contradiction. entre les résultats de 
M. Lasseur et de M"* Renaux et tes nétres, puisque ces auteurs 
n'ont pu déceler chez le Chrysanthemum Jrutescens d’agglu- 
tinines vis-a-vis du Ph. lumefaciens, tandis que, dans nos 
expériences, le suc de cette plante s’est montré doué d’un 
pouvoir agglutinant trés intense. M. Lasseur et M"® Renaux 
se gardent d’ailleurs de conclure que l’Anthémis soit inapte 
i produire des agglutinines, et ils rappellent que, d’aprées 
M. Cappelletti, les Légumineuses ne renferment d’ageluti- 
nines vis-a-vis de B. radicicola qu’a des stades déterminés de 
leur évolution. Le désaccord entre les résultats de M. Lasseur 
et de M" Renaux et les notres tient vraisemblablement 4 des 
variations saisonniéres dans la production des agglutinines 
chez l’Anthémis. Précisons & ce propos que toutes nos expé- 
riences sur cette plante ont été faites au printemps (avril-mai), 
& exception de deux (Anthémis D, tableau VI, Anthémis I, 
tableau VII) qui datent, la premiére du 26 octobre, la seconde 
du 7 novembre. Or, dans ces deux expériences, le pouvoir 
agglutinant s’est montré moins intense que dans les essais 
farts au printemps. 

Quelles que soient les causes des divergences sur lesquelles 
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nous venons d’attirer l’attention, il n’en reste pas moins que 
Jes sucs de Pelargonium zonale et de Chrysanthemum frutes- 
cens sont capables, dans les conditions ot nous nous sommes 
placé, d’agglutiner le Phytomonas tumefaciens. Ceci posé, 
quelle est Ja signification de ce fait? Convient-il de le rappro- 
cher des phénoménes d’agglutination que l’on observe en 
immunologie animale et de l’attribuer 4 action d’une agglu- 
tinine produite par la plante? Ou ne dépend-il pas plutét de 
Vactivité d’un « pseudo-anticorps », nom sous lequel MM. Car- 
bone et Arnaudi [44] désignent « un groupe de substances qui 
peuvent se trouver normalement dans les sucs végétaux et qui 
provoquent des phénoménes analogues, au moins en appa- 
rence, & ceux qui caractérisent les anticorps de ]’immunité 
animale » ? 

Au nombre de ces phénomeénes attribuables aux « pseudo- 
anticorps » se range l’agglutination du Ph. tumefaciens par le 
suc de Betterave, que M. Korinek a observée et qu’il rapporte 
a une attraction chimiotactique des bactéries par des cristaux. 
Cette interprétation ne saurait s’appliquer & nos expériences ; 
V’examen microscopique des flocons que nous avons obtenus 
montre qu’ils sont bien formés de bactéries agglomérées, mais 
ne décéle pas le moindre cristal a l’intérieur des amas bacté- 
riens, ce qui n’a rien d’étonnant, étant donné les hautes dilu- 
tions auxquelles se produisait l’agglutination, alors que 
M. Korinek opérait avec des sucs végétaux concentrés. 

On sait, d’autre part, qu’en milieu suffisamment acide, les 
bactéries peuvent s’agglomérer sans que |’intervention d’agglu- 
tinines soit nécessaire. L’agglutination que nous avons obser- 
vée ne serait-elle pas due uniquement a l’acidité des sucs végé- 
taux ) Les mesures du pH des sucs non dilués de Pelargonium 
inoculés avec le P. tumefaciens et de Pelargonium témoins ont 
donné les chiffres suivants : 


TasLteiu VIII. — pH des sucs de Pelargonium. 


PLANTES INOCULEES 
EE ea 


PLANTES TEMOINS Tige portant 


Tumeur la lumeur 
é : 2 
GIRG G Ley oe deca a res has Dic, gee ee mobo, orc 5,5 5,5 
Or ens 35) UN Loonie ahs oN ad UemC hk = eee Sar cs Paso O 28, 5,4 
Ore Shrstr Me airent tte b scives = terme 5 Ae Pe tO aa 6 5,6 
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Pour les sucs non dilués d’Anthémis, M. Lasseur_ et 
M'® Renaux trouvent les valeurs 5,44 (plantes témoins) et 5,24 
(plantes inoculées). 

Notons que ces valeurs doivent nécessairement se trouver 
fortement accrues aux dilutions souvent trés élevées ot l’agglu- 
tination se produit. Or, dans leurs recherches sur l’agglutina- 
tion par les acides, effectuées avec le suc de citron, la solution 
tampon de Davis (citrate de soude + acide citrique), le suc de 
Begonia, M. Lasseur et M’® Renaux n’ont jamais observé d’ag- 
glutination du P. twmefaciens a des pH supérieurs 4 4,8. Nous 
ferons donc nétre la conclusion de ces auteurs : les sucs de 
Pelargonium et d’Anthémis, dont les pH varient de 5,4 a 6,8, 
ne peuvent agglutiner les bactéries qu’aé la condition de ren- 
fermer une agglutinine. 

Toutefois, une autre objection peut étre soulevée. L’aggluti- 
nation ne serait-elle pas due au tanin qui existe en abondance 
dans les tumeurs? Nous avons éprouvé l’action agglutinante 
de solutions de tanin, a des dilutions échelonnées entre 
1/500 et 1/20.000, vis-a-vis du P. tumefaciens ; seule la dilu- 
tion au 1/500 a donné une agglutination visible seulement a 
la loupe. Comme, dans nos expériences, le tanin des sucs 
végétaux était & coup str plus dilué et que, d’autre part, 
Vagglutination était beaucoup plus intense, on ne_ saurait 
lattribuer a la présence de ce corps. 

I] nous parait donc légitime de rapprocher nos résultats des 
phénoménes d’agglutination observés en immunologie animale 
et de les attribuer 4 un anticorps. Le fait que les sucs des 
plantes témoins sont fréquemment doués de pouvoir agglu- 
tinant ne nous semble pas constituer une objection a cette 
maniére de voir. Des anticorps « normaux », doués d’une 
haute activité, n’existent-ils pas souvent chez les animaux, en 
dehors de toute immunisation préalable? Bien plus, selon 
Maurice Nicolle [39], ces anticorps normaux sont présents, 
dans les cas méme ot nos techniques sont impuissantes A les 
mettre en évidence. L’introduction d’un antigéne n’aurait pour 
effet que de modifier, ou, pour mieux dire, de polariser une 
fonction normale de la cellule. Dans le cas des Pelargonium et 
des Anthémis inoculés avec le Ph. tumefaciens, cette modifica- 
tion est manifeste : non seulement, chez les plantes ainsi trai- 
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tées, le pouvoir agglutinant, qui était seulement fréquent chez 
les témoins, devient constant (dans les conditions ow nous 
avons opéré), mais encore le phénoméne de zone, caractéris- 
tique de l’agglutination normale, disparait ou s’atténue forte- 
ment. L’équilibre humoral, chez les plantes inoculées, se 
modifie donc de facon telle que les humeurs deviennent capa- 
bles de provoquer l’agglutination dans une zone de dilutions 
beaucoup plus étendue. 


L’étude des réactions de précipitation va d’ailleurs nous 
montrer que l’infection par le Phytomonas tumefaciens fait 
apparaitre chez l’Anthémis un pouvoir précipitant qui manque 
chez la plante saine. 


It. — Réactions de précipitation. 


Dans les expériences qui suivent, nous nous sommes pro- 
posé d’éprouver le pouvoir précipitant des sucs de plantes 
inoculées ou non avec le Ph. tumefaciens vis-a-vis des extraits 
de cette bactérie et d’autres bactéries phytopathogénes. 

Techniques. — Les extraits bactériens ont été préparés sui- 
vant la technique de Rowland, décrite en ces termes par Mau- 
rice Nicolle et ses collaborateurs, MM. Debains et Loiseau [40] : 


Les bactéries vivantes, exactement pesées et mises dans un mortier 
stérile, sont abandonnées au froid (une demi-heure environ). On ajoute 
ensuite une partie et demie de sulfate de soude fraichement calciné, 
en broyant sans cesse. Le mélange devient d’abord assez fluide, puis sa 
consistance croit progressivement et il finit par prendre 1’état pulvé- 
rulent. Le refroidissement préalable combat ]’élévation thermique et 
accélére beaucoup la dessiccation. 

Pour obtenir l’extrait, on ajoute 20 cent. cubes d’eau distillée a 
1 gramme de poudre (le sulfate de soude se dissout et les corps micro- 
biens se mettent en suspension) ; on abandonne pendant vingt-quatre 
heures au froid et on passe ensuite sur terre d’infusoires, d’aprés le 
procédé de Maurice Nicolle : dans un tube a essai, on introduit quel- 
que peu de terre d’infusoires, de quoi remplir le fond arrondi du 
tube ; on verse 20 cent. cubes d’eau, on bouche et on agite fortement. 
On prépare un autre tube, avec un petit entonnoir et un filtre plissé. 
On porte la suspension de terre sur ce filtre ; le liquide passe clair et 
la poudre tapisse réguli¢rement le papier. L’écoulement terminé, on 
rejette l’eau et l’on verse (par portions) la suspension bactérienne qui 
passe, elle aussi, parfaitement limpide. On stérilise ensuite par filtra- 


tion sur bougie. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. 60, n° 6, 1938. 39 
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L’extrait ainsi obtenu est réparti dans des tubes en verre 
pyrex de 9 millimétres de diamétre intérieur, 4 raison de 
0c. c. 5 par tube. On verse sur l’extrait, contenu dans chaque 
tube, en ayant soin que les liquides restent superposés, sans se 
mélanger, 0c. c. 3 de suc végétal préparé comme il est dit plus 
haut, filtré sur bougie Chamberland L,, et dilué au 41/20, au 
4/30, au 1/400 et au 4/200. 

Dans une premiére expérience (faite le 7 juin), le suc de 
tumeur de Chrysanthemum frutescens a donné presque immé- 
diatement, en présence de extrait de Ph. tumefacrens (souche 
Chrysanthéme), un précipité visible sous forme d’un disque 
opalescent a la limite des deux liquides. Le lendemain, le pré- 
cipité s’était rassemblé au fond du tube, et le liquide se trou- 
blait par agitation. Aucun précipité ne s’est formé, ni au 
moment de l’expérience, ni le lendemain, dans les tubes ot 
avaient été mis en présence (aux mémes dilutions), le suc de 
Chr. frutescens non inoculé et extrait de Ph. tumefaciens C. 
Aucun précipité non plus avec l’extrait de Ph. tumefaciens H 
en présence du suc de tumeur de Pelargonium dilué au 41/20 
et au 1/50 (seules dilutions employées en ce cas). 

Le tableau suivant résume ces résultats : 


TaBLEAu IX. 
DILUTION DES SUCS VEGETAUX 


a ee nd, 
1/20 1/50 1/100 1/200 


Suc de tumeur de Chr. frutescens + extrait 

dev Raveimeraccems: Cre ara certs eee + + + + 
Suc de Chr. frutescens non inoculé + extrait 

ONY ad WIN CHO Cais (Ora ee RB _- — — — 
Suc de tumeur de Pelargoniwm zonule ; 

+ extrait de Ph. tumefaciens H. ... . _— — 


Dans une deuxiéme expérience, faite le 44 juin, les extraits 
bactériens et les sucs végétaux s’étant troublés lors de la filtra- 
tion sur bougie, la formation des disques n’était pas appré- 
ciable, sauf aux fortes concentrations (suc de tumeur d’Anthé- 
mis dilué au 1/20 et au 1/50 en présence d’extraits Ph. tume- 
jaciens, souches C et H). Mais le lendemain, une floculation 
était nettement visible dans les mélanges d’extraits de tumeur 
et d’antigéne. C’est ce qu’indique le tableau X. 

Cette expérience fut refaite le lendemain, aprés clarification 
des sucs végétaux troubles de la veille par nouvelle filtration 
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TaBLeau X, 
SUC DE TUMEUR DE Chr. frutescens 
dilué au 
1/20 1/50 1/100 = =1/200 
+ Extrait de Ph. tumefaciens . . cere yay +3) ry 


+ Extrait de Ph. tumefaciensH. .. +++ 444+ 44 ae 


suc DE Chr. frulescens 
non inoculé dilué au 


<P a 
1/10 4/25 1/50 1/100 


+ Extrait de Ph. tumefaciens C. . . == = ae == 


SUC DE TUMEUR DE Pelargonium 


dilué au a 

1/20 1/50 1/100 1/200 
+ Extrait de Ph. tumefaciens H . . + a of ats 
+ Extrait de Ph. tumefaciens C. . + + + + 


Lecture au bout de vingt-quatre heures : +++, gros flocons; ++, flocons 
moyens; +, petits flocons. 


sur terre d’infusoires. Dans ces conditions, un précipité en 
disque se forma immédiatement au contact des extraits de 
Ph. tumefaciens C et H et du suc de tumeur d’Anthémis dilué 
au 1/50, au 1/100 et au 1/200 (la dilution au 1/20 n’a pas 
été éprouvée). Aprés une a deux heures, on voyait dans plu- 
sieurs des tubes (suc de tumeur d’Anthémis au 1/200 en pré- 
sence d’extrait de Ph. tumefaciens CG; méme suc dilué au 
4/100 et au 1/200 en présence d’extrait de Ph. tumefaciens H) 
non plus un seul disque, mais deux ou trois disques superposés. 
Avec le suc de Chr. frutescens non inoculé, aucun précipité ne 
se produisit immédiatement ; au bout d’une heure et demie, 
des disques 4 peine perceptibles apparurent dans les dilutions 
au 1/20, au 1/50 et au 4/100. Quant au suc de tumeur de 
Pelargonium, il ne donna, le jour de l’expérience, aucun préci- 
pité visible en présence des extraits de P. tumefaciens C et H. 

Le lendemain, une floculation était nettement visible dans 
les mélanges d’extrait de tumefaciens CG et H et de suc de 
tumeur d’Anthémis dilué au 4/50, au 1/100 et au 41/200. 
Aucune floculation dans les mélanges d’extraits bactériens et 
de suc d’Anthémis non inoculé ou de tumeur de Pelargonium. 
Le suc de tumeur de Pelargonium avait donc perdu le pouvoir 
précipitant qu’il avait manifesté la veille, soit que ce pouvoir 
ait disparu par « vieillissement », soit que la substance préci- 
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pitante ait été retenue au cours de la deuxiéme filtration sur 
terre d’infusoires. On voit par 14 que le pouvoir précipitant 
est & la fois moins constant et plus instable chez le Pelar- 
gonium que chez |’ Anthémis. 

Deux dernitres expériences, datant des 22 et 29 juin, ont eu 
pour but non seulement de vérifier les résultats précédents, 
mais encore d’éprouver le pouvoir précipitant du suc d’An- 
thémis vis-a-vis de bactéries phytopathogénes autres que le 
P. tumefaciens et du suc de la tige feuillée d’Anthémis porteurs 
de tumeurs vis-a-vis du germe homologue. Le tableau suivant 
indique les floculations obtenues (lecture des résultats au bout 
de trois jours pour la premiére expérience, de vingt-quatre 
heures pour la seconde). 


Tasieau XI. 


D{LUTION DES SUCS VEGETAUX 
ee eg ee se 


4/20 4/50 4/100 1/200 

Chr. frulescens A, suc de tumeur : 

+ Extrait de Ph. tumefaciens C. . . Ee +4++ +44 44 

-+ Extrait de Ph. flaccumfaciens . . + ++ ae 5 

+ Extrait de Ph. maluacearum. .. +++ 444 44+ 
Extrait de Ph. tumefaciens C + extrait 

de tumeur de Chr. frulescens A : 

Chauffé une demi-heure 4 85° .. . + |. ++ os 

Chgatie. a1 00" sy ce te oa Tene ck she ae a4 
Suc du Chr. frulescens A pris en dehors 

de la tumeur : 

+ Extrait de Ph. tumefaciens C. . . + ++ == — 
Suc de Chr. frutescens non inoculé : 

+ Extrait de Ph. tumefaciens C. . . — aE a a 
Chr. frulescens B, suc de tumeur : 

+ Extrait de Ph. lumefaciens C. . . +++ sao 

aE KEP Olt) Ce ke c17207lisets nero ee +++ +E 

+ Extrait d’ Erwinia carolovora. .. +++ + 
Chr. frutescens B, suc pris en dehors 

de la tumeur : 

+ Extrait de Ph. lumefaciens. . .. ++44 ++ ae = 


Suc de Chr. frutescens non inoculé : 
+ Extrait de Ph. tumefaciens C. . . — — 
+, louche sans flocons visibles. 


1 
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I] résulte de cet ensemble d’expériences que le suc de Chry- 
santhemum frutescens inoculé avec le Phytomonas tumefa- 
clens, que ce suc provienne des tumeurs mémes ou des parties 
apparemment saines des tiges feuillées qui les portent, pro- 
voque, méme a haute dilution, la formation d’un précipité dans 
les extraits de la bactérie homologue. Par contre, le suc de 
Chrysanthemum frutescens non inoculé est dénué de pouvoir 
précipitant, ou ne donne que des précipités insignifiants et 
d’apparition tardive. Le pouvoir précipitant du suc de tumeur 
est notablement atténué par le chauffage & 85° et, surtout, a 
100°. Il s’exerce non seulement sur le Ph. tumefaciens, mais 
aussi sur d’autres bactéries phytopathogénes (Phytomonas flac- 
cumfaciens, malvacearum, mori, Erwinia carotovora), ce qui 
suggére l’existence d’un antigéne commun & ces espéces bacté- 
riennes. (Rappelons que la parenté antigéne des Phytomonas 
tumefaciens, flaccumfaciens et malvacearum et de l’Erwimnia 
carotovora est démontrée par les expériences de M. Link et de 
ses collaborateurs (29, 30)). 

Ces résultats renforcent les conclusions que nous avions 
déduites do l'étude de lagglutination. Les faits observés nous 
paraissent pouvoir étre rapprochés des phénoménes ‘de préci- 
pitation que ]’on attribue en sérologie a des précipitines spé- 
cifiques, formées 4 la suite de l’inoculation d’un antigéne. 


Ill. — Réactions d’immunité « in vivo ». 


Si, comme le suggérent les expériences précédentes, |’infec- 
tion par le Phytomonas tumefaciens provoque chez les plantes 
l’apparition d’anticorps jusque-la non décelables, ou la modi- 
fication d’anticorps naturels préexistants, la présence de ces 
anticorps dans les humeurs ne se traduirait-elle pas in vivo, 
ici comme dans le régne animal, par des réactions d’immunité ? _ 
En fait, plusieurs auteurs ont observé que des plantes portant 
des tumeurs expérimentales provoquées par le Ph. tumefaciens 
offrent un état réfractaire plus ou moins prononcé vis-a-vis des 
réinoculations du méme germe. 

E. F. Smith, M"° Brown et M. Townsend [49] constatent que 
des boutures originaires d’un Anthémis porteur de galles résul- 
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tant de l’inoculation du Ph. tumefaciens deviennent, dés la 
troisiéme génération, résistantes a l’inoculation d’une souche 
virulente pour les plantes neuves. 

M. Arnaudi {[2, 14] a pratiqué des réinoculations chez des 
Pelargonium porteurs de galles expérimentales évoluant depuis 
un an ou depuis vingt et un mois. Les inoculations nouvelles 
furent faites & 2-3 centimétres au-dessus de la tumeur préexis- 
tante. Tandis que les inoculations de la méme souche bacté- 
rienne donnérent chez Jes témoins des résultats positils, les 
réinoculations faites chez les sujets déja infectés restérent sans 
résultat, ou ne furent suivies que du développement de tumeurs 
de petite taille. 

Par contre, M. Riker [44] constate que les tiges de Tomate 
(Lycopersicum esculentum) portant déja des tumeurs ne pré- 
sentent aucune immunité vis-a-vis des réinoculations du 
Ph. tumefaciens. Il en conclut que, si des anticorps se sont 
développés loco leso, ils ne sont pas transportés par la séve 
de l’héte, de maniére a produire un effet dans les autres parties 
de la plante. Discutant d’autre part les expériences de Smith 
et de M. Arnaudi, MM. Riker et Berge [45] se demandent si 
V’échee des réinoculations ne tiendrait pas a l’affaiblissement 
de la santé générale de la plante résultant de l’infection. On 
sait, en effet, que les tumeurs dues au Ph. tumefaciens se 
développent d’autant mieux que les plantes inoculées sont plus 
vigoureuses. 

Enfin, M. Nobécourt [42] n’a pu constater l’immunisation du 
Ricin ni de l’Euphorbe a Ja suite d’une premiére inoculation, 
suivie de développement d’une tumeur, du Ph. tumefaciens. 
I] est vrai qu'il avait pratiqué les réinoculations 4 grande 
distance de la tumeur préexistante, et il pense que la deuxiéme 
inoculation, pour rester inefficace, doit étre effectuée au voisi- 
nage de la premiére, comme dans les expériences de 
M. Arnaudi. D’ailleurs, M. Duyfijes [416], chez des Ricins portant 
des tumeurs de l’axe hypocotylé, a pratiqué, dans le premier 
entre-noeud, des inoculations qui n’ont pas donné lieu a la 
formation de tumeurs. 


Les résultats précédents, malgré leurs divergences, ne sau- 
raient étre tenus pour contradictoires, puisqu’ils ne portent 
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pas sur les mémes espéces végétales. Toutefois, il nous a paru 
opportun de reprendre les expériences de réinfection, en préci- 
sant les points qui restaient sujets A controverse [35]. 

Nos essais ont porté sur le Pelargonium zonale qui, dans les 
expériences de M. Arnaudi, s’était montré apte A acquérir 
état réfractaire. Pour vérifier s’il existe, comme le suppose 
M. Nobécourt, des variations de sensibilité en fonction de la 
distance de l’infection primaire, nous avons effectué les réino- 
culations, chez une méme plante, dans tous les entre-nceuds 
échelonnés entre la tumeur et le sommet végétatif. Chacun de 
ces entre-nceuds a recu cing piqtres d’une aiguille infectée 
avec une culture de quarante-huit heures de Ph. tumefaciens. 
Dans quelques cas, un ou deux des entre-noeuds situés au- 
dessous de la tumeur ont été inoculés aussi. Les réinoculations 
ont été faites en mai ou en juin, trois mois ou, exceptionnelle- 
ment, quatre mois aprés l’inoculation primitive. Les tumeurs 
des plantes réinfectées étaient en pleine évolution, sans aucune 
tendance & la nécrose et les rameaux qui les portaient ne mani- 
festaient aucun symptoéme de souffrance. Dans chaque série 
d’expériences, des Pelargonium témoins, non inoculés anté- 
rieurement, ont été traités de méme, par piqtres échelonnées 
le long de la tige et groupées A raison de cing par entre-noeud. 


Résuutats. — 1° Témoins. — Chez tous les témoins, comme 
c’est habitude, aucune réaction appréciable ne s'est manilestée 
au niveau des piqtres, dans les premiers jours qui ont suivi 
Vinoculation. Puis, vers le quinziéme jour en moyenne, sont 
apparues, aux points inoculés, de minimes excroissances qui, 
augmentant progressivement de volume, ont fini généralement 
par se confondre avec leurs voisines, d’ot la formation, a 
chaque entre-noeud, d'une tumeur volumineuse (pl. VIH, a 
gauche ; pl. IX, & gauche). Les inoculations sans résultat sont 
en faible proportion : 16 sur un total de 126 piqdres (soit 
11,26 p. 100) dans la derniére série, comportant 7 témoins 
inoculés le 4° mai. 

2° Plantes réinoculées. — Chez les plantes portant une 
tumeur, la réinoculation donne lieu généralement a une 
réaction précoce. Au bout de trois ou quatre jours, les entre- 
noouds inoculés sont gonflés, l’épiderme se déchire au niveau 
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des piqdres, d’ot la formation de craquelures fusiformes, lon- 
gitudinales, pouvant dépasser 1 centimétre de long (pl. VIL, 
4 droite, pl. IX, au milieu et a droite). Dans certains cas, 
autour des piqtres, apparaissent des aires nécrotiques. A 
l’examen histologique, ces chancres se montrent constitués 
par des tissus nécrosés, qui pénétrent profondément dans la 
moelle, & travers le cylindre fibro-vasculaire effondré a leur 
niveau. Ces plages nécrotiques renferment de rares amas 
bactériens. 

Parfois, les aires nécrotiques qui entourent les piqtres 
s’étendent, deviennent confluentes et aboutissent & la nécrose 
d’un ou de plusieurs entre-noeuds. D’autres plantes, enfin, se 
fanent peu de temps aprés la réinoculation, comme si elles 
subissaient une intoxication généralisée. 

Dans certains cas, autour des piqutres, apparaissent des 
aires nécrotiques étendues qui, parfois, deviennent confluentes 
et aboutissent 4 la nécrose d’un ou de plusieurs entre-noeuds. 
D’autres plantes, enfin, se fanent peu de temps aprés la réino- 
culation, comme si elles subissaient une intoxication géné- 
ralisée. 

Quelles que soient l’intensité et l’extension de ces accidents 
précoces, ils ne s’accompagnent pas de réaction hyperplasique; 
aucune tumeur n’apparait au niveau des piqures qui en sont 
le point de départ (pl. IX, au milieu). C’est seulement au niveau 
des inoculations les plus éloignées ou, plus rarement, les plus 
rapprochées de la galle primitive que, dans 55 p. 100 des 
plantes réinoculées, nous avons vu se développer des tumeurs 
& croissance lente et qui sont le plus souvent restées de petite 
taille (pl. VIII, & droite ; pl. IX, a droite). Les réinoculations 
qui « prennent » sont, dans l’ensemble, en faible proportion : 
25 sur un total de 285 piqires (soit 8,77 p. 100) dans la der- 
niére série d’expériences, comportant neuf Pelargonium 
inoculés pour la premiére fois le 1° février et réinoculés trois 
mois plus tard. Ces tumeurs de réinoculation se sont formées 
a une distance moyenne de 414 centimétres de la tumeur pri- 
mitive (distances extrémes : 7 et 21 cent. 5). 


Les tableaux XII et XIII donnent le détail de cette série ; ils se rap- 
portent a des observations faites le 19 juin. Les entre-nceuds sont 
numérotés, dans la premiére colonne 4 gauche: pour les témoins, de 
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Mémoire Joseph Magrou. 


MASSON ET Cie, EDITEURS 


Annales de l'Institut Pasteur. Tome 60. Pt. IX. 


Mémoire Joseph Magrou. 


MASSON ET Cie, EDITEURS 
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TasLeau XIJ. — Témoins. 


NUMEROS 
dordre 
des entre-neuds  pLante | PLANTE II PLANTE II] PLANTE 1V 
er TS a 
+ = + = + = + = 
SM Ear gee ane 5 0 5 0 
4 5 0 5 0 
Be eos, ae 3 2 5 0 4 4 5 0 
2 0 5 5 0 3 4 5 0 
Le. Wee Meet oes 4 0 5 0 4 3 5 0 
PLANTE VY 
(pl. IX) 
a gauche PLANTE VI PLANTE VII 
i i a eee 
+ = + = + = 
5 3 5 0 5 0 
LE A Ae 5 0 5 0 4 0 
ats ee eo ee 5 0 5 0 3 0 
PUR GA bel LE Rr ie 5 0 5 0 3 0) 
ees Ponte eee 5 0 4 4 2 3 


Total des inoculations chez les sept témoins. 14 
inoculations positives. cs. 5 2 sel = 12 


2 
6 (88,7 p. 100) 
Inoculations négatives....... Seas a 16 


(11,26 p. 100) 


bas en haut ; pour les plantes réinoculées, de bas en haut au-dessus de 
la tumeur, qui occupe l’entre-nceud 0; au-dessous de la tumeur, ils 
sont numérotés de haut en bas et affectés au signe —. Dans les colonnes 
suivantes, le signe + indique les piqtres suivies de formation de 
tumeur, le signe — les piqttres non suivies de formation de tumeur. 


On voit par 14 que, chez les Pelargonium portant une tumeur 
en évolution, il existe sur la tige, de part et d’autre de ce 
foyer primaire, une zone ou les réinoculations du Ph. twme- 
jaciens ne provoquent pas la formation de tumeurs nouvelles 
L’immunité vis-a-vis des réinoculations s’étend, dans prés de 
la moitié des cas, a la tige entiére ; dans les autres cas, de 
petites tumeurs se forment, mais seulement au niveau des 
piqtres les plus éloignées de la tumeur primitive. (Rappelons 
que, parfois, des tumeurs de réinoculation se torment aussi 
au voisinage de l’entre-nceud inoculé primitivement ; nous 
reviendrons plus loin sur l’interprétation de ce fait). L’étendue 
de la zone ainsi protégée, variable suivant les individus, peut 
étre considérable, puisque dans trois cas [tableau XHI, pl. X, 
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XI et XII] elle est comprise entre 17 cent. 3 et 19 cent. 5 (3). 

Mais si, le plus souvent, les réinoculations ne sont pas 
suivies de la production de tumeurs, les plantes qui les subissent 
manifestent des symptémes d’intoxication locale (nécrose au 
point d’inoculation) ou générale (nécrose étendue, flétrissure), 
qui ne se produisent pas lors de l’inoculation primaire. Nous 
insistons, en effet, sur ce fait, que les signes de souffrance qui 
apparaissent chez un grand nombre de plantes réinoculées sont 
postérieurs aux réinoculations et paraissent en étre la consé- 
quence. Les plantes choisies pour ces réinoculations étaient, 
en effet, aussi vigoureuses que les témoins et ce n’est pas A leur 
mauvais état général que l’on peut attribuer les résultats néga- 
tifs des surinfections. 

Chez les Pelargonium atteints de crowngali, l’immunité, 
partielle ou totale, vis-a-vis des réinfections par le Ph. tume- 
jaciens se double donc d’un état d’hypersensibilité qui se tra- 
duit par des phénoménes d’intoxication locale ou générale. 

Or, le processus est exactement le méme chez les animaux 
infectés par une bactérie pathogéne et a qui l’on réinjecte 
Vantigéne homologue. Pour examiner ce qui se passe en pareil 
cas, reportons-nous aux expériences particuliérement signi- 
ficatives de Maurice Nicolle sur la morve [38]. A des cobayes 
hypersensibilisés par des injections antérieures du méme 
antigéne, Nicolle injecte sous la peau des bacilles morveux 
tués par lalcool-éther. Il observe chez les animaux ainsi 
traités, toute une gamme de lésions qui sont, en partant de la 
réaction normale (laquelle consiste en un cedéme local, suivi 
d’un empatement qui rétrocéde en quelques jours) : la réaction 
prolongée ; la réaction prolongée, avec ramollissement partiel 
de l’empatement local, suivi de résorption ; la réaction pro- 
longée, avec ramollissement partiel suivi de suppuration ; la 
réaction aigué, avec suppuration pure et simple ; la réaction 
aigué, avec escarrification cutanée et sous-cutanée 3... enfin, 
Vintoxication générale de l’animal. Ces expériences ont été 


(3) M. Jusrer [26], postérieurement 4 notre note préliminaire sur le 
sujet [35], a vérifié ’immunité a la réinfection par le Ph. tumefaciens 
des rameaux de Pelargonium portant des tumeurs 4gées de trois mois. 
Mais, dans ses expériences, la zone réfractaire ne s’étendait pas a plus 
de 3 centimétres de part et d’autre de Ja tumeur. 
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réalisées avec des microbes morts, mais la réinfection par des 
microbes vivants donne des résultats superposables : « Suivant 
les circonstances, écrit Maurice Nicolle, le traitement des ani- 
maux avec les germes vivants, les germes morts, etc., engendre 
soit ’immunité, soit lhypersensibilité, soit la succession ou 
la coexistence de ces deux états opposés ». 

La description des accidents consécutifs, chez le Pelar- 
gonium, a la réinoculation du Ph. tumefaciens, peut étre 
calquée sur la description que donne Nicolle des cobayes surin- 
fectés par le Bacille morveux. On observe, en effet, chez ces 
plantes, & la suite de la réinoculation, toute une gamme de 
lésions qui sont, en partant de la réaction normale (laquelle 
consiste en la formation d’une tumeur) : la craquelure précoce 
au niveau de la piqtre ; la nécrose des tissus autour du point 
d’inoculation ; la nécrose étendue d’une partie de la tige ; la 
flétrissure généralisée de la plante. 

Le parallélisme entre les deux séries de phénoménes est trop 
frappant pour que l’on ne soit pas enclin a attribuer les réac- 
tions observées, chez la plante et chez l’animal, & une méme 
cause. Pour Maurice Nicolle, l’immunité et l’hypersensibilité 
représentent deux aspects, souvent concomitants, d’un méme 
processus. Chez un animal immunisé, les anticorps spéci- 
fiques se fixent, lors de l’injection d’épreuve, sur l’antigéne et 
les électrolytes ambiants coagulent le complexe ainsi formé 
(actions agglutinantes et précipitantes) ; la décoagulation du 
complexe (actions lytiques) se produit ensuite ; elle a pour effet 
de détruire l’antigéne et, par la, d’assurer l’immunité. Mais la 
décoagulation s’accompagne de libération de produits toxiques 
dissimulés au sein de l’antigéne. Ce sont ces produits toxiques 
qui, lorsqu’ils sont libérés en quantité notable dans l’unité de 
temps, provoquent les accidents d’hypersensibilité. 

Appliquant 4 nos observations la conception de Nicolle, nous 
serons amené a attribuer l’immunité des Pelargonium infectés 
par le Ph. tumefaciens & un anticorps lytique qui détruit l’anti- 
géne lors de linoculation d’épreuve. La lyse de l’antigéne 
libére des poisons qui provoquent les accidents d’intoxication 
locale ou générale observés chez la plupart des plantes immu- 
nisées. Cette maniére de voir permet d’expliquer le fait, para- 
doxal en apparence, que, chez certaines plantes, les tumeurs 
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de réinoculation se développent non seulement & grande dis- 
tance de la tumeur primitive, mais aussi & son voisinage 
(pl. VIN, & droite). Ce cas représente, en quelque sorte, |’ins- 
cription sur le vivant du « phénoméne de zone », que nous 
avons déja rencontré a propos de l’agglutination. Soit, en effet, 
une substance inhibitrice se développant au niveau du foyer 
infectieux primaire. Cette substance diffusera dans la tige, a 
partir de la tumeur, en se diluant de plus en plus dans les 
sucs de la plante. Si elle n’agit qu’& une concentration optima, 
sil y a, en d’autres termes, un phénoméne de zone, on concoit 
que, dans les entre-nceuds voisins de la tumeur, elle pourra 
étre trop concentrée pour étre efficace ; dans les entre-nceuds 
les plus éloignés, elle sera trop diluée ; l’action inhibitrice ne 
se produira que dans une zone intermédiaire comprise entre 
ces deux points extrémes. L’hypothése d’une immunité « par 
défaut », que l’on attribuerait 4 un affaiblissement éventuel 
des plantes portant une tumeur, ne saurait en aucune facon 
rendre compte de ces faits. 

Des phénoménes analogues d’hypersensibilité, superposés en 
quelque sorte aux processus d’immunité, ont été décrits par 
M”™ Arata et M. Carbone [4, 12] chez des Haricots vaccinés 
contre la « toile » (maladie due & une forme asporogéne de 
Botrytis cinerea). Les Haricots vaccinés, bien que résistants, 
réagissent plus promptement et plus intensément que les 
témoins a l’inoculation d’épreuve, et M. Carbone et M"° Arata 
font rentrer l’immunité qu’ils présentent dans le cadre de 
Vimmunité par hypersensibilité, déja connue dans le régne 
végétal chez les plantes spontanément résistantes aux rouilles. 
Dans le méme ordre d’idées, M. Manil [37] a constaté que chez 
des plantules de Haricot, traitées avant leur transplantation 
par immersion dans un filtrat de culture de Phytomonas 
syringe, Vinoculation de cette bactérie provoque une forte 
réaction : nécrotique locale, suivie 4 bréve échéance de la 
mort de la plante. Il s’agit la, selon M. Manil, « d'une 
véritable . hypersensibilité acquise, d’une forme — spéciale 
d’allergie. 

De telles réactions d’hypersensibilité sont & rapprocher de 
celles que M” Frémont a observées chez des animaux traités 
par des sucs de plantes immunisées, et qui l’aménent comme 
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nous 4 conclure a l’élaboration d’anticorps lytiques par les 
végétaux (19, 22]. Elle a constaté, en effet, que « les symptémes 
présentés par les cobayes inoculés avec des mélanges de 
culture de Proteus et d’extraits de plantes préparées (par |’ino- 
culation de la méme bactérie) sont plus sévéres que ceux pré- 
sentés par les cobayes inoculés avec des mélanges de culture 
de Proteus et d’extraits de plantes normales, et les lésions 
relevées & l’autopsie sont toujours plus étendues ». Elle attribue 
cette aggravation des symptémes aux produits toxiques con- 
tenus dans les cellules bactériennes et mis en liberté sous 
laction d’une lysine élaborée par la plante. De méme, des 
cobayes qui ont ingéré pendant deux mois des tubercules de 
Pomme de terre inoculés avec le bacille de Gartner sont plus 
sensibles & ce germe que les cobayes témoins. Par contre, des 
cobayes inoculés avec des mélanges de bacille de Gartner et 
d’extrait de bulbe d’Oignon cultivé en eau distillée additionnée 
de filtrat de culture de ce germe présentent des lésions atté- 
nuées par rapport aux cobayes inoculés avec le bacille de 
Gartner seul. Pour M" Frémont, ces expériences révélent, 
conformément a la théorie de Maurice Nicolle, la production 
d’anticorps qui sont soit lysants, soit coagulants. Dans le pre- 
mier cas, les lysines extériorisent les toxines ; dans le second 
cas, au contraire, les agglutinines empéchent les produits 
bactériens de diffuser dans l’organisme. 


Si les plantes portant une tumeur élaborent des bactério- 
lysines, ces anticorps ne pourraient-ils étre rapprochés des 
sensibilisatrices des animaux immunisés et, partant, ne 
seraient-ils pas décelables in vivo par la réaction de Bordet- 
Gengou? Déja, M" Frémont (148, 22] avait appliqué cette 
réaction aux extraits de plantes préparées par l’inoculation de 
bactéries ; les résultats obtenus furent peu concluants, et 
M” Frémont en déduit que « les quantités d’anticorps formés 
par la plante ne sont pas sulfisants jusqu’ici pour que la 
méthode de déviation du complément employée soit capable de 
les mettre complétement en évidence, et de faire le départ 
entre les lysines normales d’une plante et celles qu'elle a 
développées a la suite de l’inoculation d’un antigéne ». 

Avec M. Lominski, nous avons cherché si les Pelargonium 
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porteurs de tumeurs expérimentales dues au Ph. tumefaciens 
fixent le complément en présence de suspensions de cette 
bactérie. Nos expériences, pour le détail desquelles nous 
renvoyons 4 la note publiée avec M. Lominski [36], ne nous 
ont pas permis de déceler nettement une sensibilisatrice dans 
les sucs végétaux ; par contre, elles ont mis en évidence des 
propriétés humorales non spécifiques qui différent nettement 
chez les plantes inoculées et chez les plantes saines. 

Avant de procéder a la réaction de fixation, nous avons titré 
le pouvoir anticomplémentaire et le pouvoir hémolytique des 
antigénes bactériens et des sucs végétaux. Au cours de ces 
épreuves, nous avons constaté que les sucs végétaux sont 
dépourvus de pouvoir hémolytique ; par contre, le suc de tige 
portant une tumeur et, & un moindre degré, le suc de tumeur, 
agglutinent fortement les hématies de mouton. Dans le suc de 
tige saine, le pouvoir hémoagglutinant fait défaut ou est peu 
marqué. A titre d’exemple, dans une de nos expériences, le suc 
de plante saine a donné une légére agglutination au taux limite 
de 1/21, le suc de tumeur, une forte agglutination au taux 
limite de 1/42 ; le suc de Pelargonium inoculé, une forte agglu- 
tination au taux de 1/210. 

Les sucs végétaux sont doués aussi d’un pouvoir anticom- 
plémentaire : en l’absence de tout antigéne spécifique, ils 
empéchent Vhémolyse, par le sérum frais de cobaye, des 
hématies sensibilisées. Le pouvoir anticomplémentaire est plus 
élevé chez la tige portant une tumeur que chez la tumeur méme 
ou chez la plante saine. Dans un cas, alors qu’il sulfisait de 
0c. c. 1 de suc de tige A tumeur pour empécher l’hémolyse, il 
fallait 0 c. c. 3 de suc de tumeur ou de Pelargonium non inoculé 
pour atteindre le méme résultat. Nous avons essayé de neutra- 
liser le pouvoir anticomplémentaire au moyen du blanc d’ceul, 
suivant la technique de MM. Carbone et Arnaudi [44]. Alors 
que 0c. c. 025 4 0c. c. 05 de blanc d’ceuf suffisaient, suivant 
les cas, & neutraliser 0 c. c. 1 de suc de plante saine, il en 
fallait 0 c. c. 15 & 0c. c. 2 pour neutraliser le suc de tige a 
tumeur. Les différences sont de méme sens, quoique moins 
nettes, lorsqu’on essaie de saturer le pouvoir anticomplémen- 
taire en augmentant les doses de complément. 
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Au cours de ces expériences, nous avons constaté la forma- 
tion d’un précipité dans les mélanges des sucs végétaux avec le 
blanc d’ceuf ou le sérum. Ce précipité est plus accentué dans 
le cas ot' le suc provient d’une tige portant une tumeur ; il 
peut manquer dans le cas du suc de plante saine. Les résultats 
du titrage du pouvoir précipitant des sucs végétaux vis-a-vis du 
blanc d’ceuf et du sérum de cobaye sont indiqués dans le 
tableau suivant : 


Tasteau XIV. — Taux limites du pouvoir précipitant. 
suc suc 
de tige 1 . de plante 
a tumeur SS saine 
Vis-a-vis du blanc d’euf...... 4/41.200 1/800 1/450 
Vis-a-vis du sérum de cobaye. . . . 1/850 1/520 


Dans cette expérience, le pH des sucs non dilués était le 
méme (5,3) pour la tumeur et la tige 4 tumeur ; par conséquent, 
la différence de pouvoir précipitant entre les deux sucs n’est 
pas liée a des différences d’acidité. 

L’infection par le Ph. tumefaciens entraine donc, chez le 
Pelargonium, un accroissement du pouvoir anticomplémen- 
taire, hémoagglutinant et précipitant (vis-4-vis du blanc d’ceuf 
et du sérum) que présente normalement le suc de la tige. Cet 
accroissement serait assez net pour permettre, chez cette plante, 
une sorte de « séro-diagnostic » du cancer. 


Résumé général et conclusions. 


1° Le suc des tumeurs de Pelargonium zonale et de Chry- 
santhemum frutescens provoquées par le Phytomonas tumefa- 
ciens agglutine constamment (dans les conditions ot nous nous 
sommes placé) cette bactérie, sans phénoméne de zone et & un 
taux qui peut atteindre 1/10.000 dans le cas du suc de Chry- 
santhemum. 

2° Chez les mémes espéces, le suc des tiges feuillées portant 
les tumeurs agglutine fréquemment (4 fois sur 5 expériences) 
et sans phénomeéne de zone le Ph. tumefaciens. 

3° Le suc de Pelargonium zonale et de Chrysanthemum fru- 
tescens non inoculés avec le Ph. tumefaciens agglutine ce 
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germe fréquemment (12 fois sur 14 expériences). Mais le pou- 
voir agglutinant des plantes non inoculées se distingue nette- 
ment du pouvoir agglutinant des tumeurs ou des tiges qui les 
portent par l’existence d’un phénoméne de zone généralement 
trés accentué. 

4° L’agglutination observée ne saurait étre attribuée ni a 
une attraction chimiotactique par des cristaux, ni a l’acidité 
des sucs végétaux, ni au tannin qui existe dans les tumeurs. 

3° Le pouvoir agglutinant des sucs végétaux disparait par 
chauffage a 100°. 

6° Les sucs de Pelargonium et de Chrysanthemum, qu’ils 
soient extraits de tumeurs, de tiges feuillées portant des 
tumeurs ou de plantes saines, n’agglutinent pas les Phytomo- 
nas malvacearum, flaccumfaciens, mori, ni Erwinia caro- 
tovora. 

7° Le suc des tumeurs de Chrysanthemum frutescens et des 
tiges feuillées qui les portent précipite les extraits de Phyto- 
monas tumefaciens et aussi de Ph. malvacearum, flaccum- 
faciens, mori et d’Erwinia carotovora. Le suc des tiges feuillées 
de Ch. frutescens non inoculé est dépourvu de pouvoir préci- 
pitant vis-a-vis des mémes extraits. Le pouvoir précipitant 
est atténué par le chauffage 4 85° et, plus encore, & 100°. Le 
suc de tumeur de Pelargonium précipite aussi les extraits de 
Ph. tumefaciens, mais de facon moins constante et & un 
moindre degré que le suc de Chrysanthemum inoculé. 

8° Les Pelargonium portant une tumeur en évolution pré- 
sentent une immunité partielle ou totale vis-a-vis des réino- 
culations, en ce sens que le plus grand nombre de ces réino- 
culations ne donnent pas lieu a la formation de tumeurs. Mais 
cette immunité se double d’une hypersensibilité qui se traduit 
par des phénoménes d’intoxication locale ou générale. 

9° Les Pelargonium sont doués de propriétés humorales non 
spécifiques qui différent selon qu’ils portent ou non des 
tumeurs provoquées par le Ph. tumefaciens. Les sucs des tiges 
portant des tumeurs sont hémoagglutinants, anticomplémen- 
taires, et précipitent le sérum de cobaye et le blanc d’ceuf a 
des dilutions nettement plus élevées que les sucs de tumeurs 
ou de sujets sains. 
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I] résulte de cet ensemble de faits que l’infection par le Ph. 
tumefaciens, manifestée localement par la production d'une 
tumeur, entraine en outre une modification générale du milieu 
intérieur de la plante, décelable par les méthodes sérologiques. 
Les phénoménes d’agglutination des bactéries et de précipita- 
tion de leurs extraits sous l’action des sucs végétaux, nous 
paraissent pouvoir étre rapprochés des processus analogues 
décrits en immunologie animale. Nous les attribuerons done 
a des anticorps coagulants, agglutinines et précipitines. Les 
agglutinines peuvent préexister chez les plantes non imocu- 
lées, mais, en ce cas, leurs caractéres sont modifiés a la suite 
de la premiére inoculation de l’antigéne. Par contre, les préci- 
pitines ne sont décelables, par les moyens d’investigation 
dont nous disposons, que chez les plantes déja infectées. Quant 
aux anticorps lytiques, leur existence se révéle, in vivo, par 
les réactions d’hypersensibilité dont s’accompagne 1’état 
réfractaire acquis a la suite d’une premiére inoculation. 

Ainsi les anticorps, qui, sous leur double aspect coagulant 
ou lytique, jouent un réle fondamental dans les processus de 
Vimmunité chez les animaux, ont leur équivalent en pathologie 
végétale. I] ne semble donc pas y avoir un abime infranchis- 
sable entre les moyens de défense des plantes et ceux des ani- 
maux contre les parasites. Par la se justifie l’espoir d’atteindre, 
selon une vue prophétique exprimée dés 1909 par Noél Ber- 
nard [3], a la compréhension de lois de l’immunité qui aient 
un caractére général . 
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EXPLICATION DES PLANCHES 


PLANCHE VIII 


A gauche, Pelargonium témoin inoculé avec le Phytomonas tumefaciens le 9 juin 
1934. Des tumeurs volumineuses se sont développées sur tous les entre-nceeuds 
inoculés. A droite, Pelargonium ayant recu, le 8 février 1934, une premiére 
inoculation, qui a produit une tumeur volumineuse (a la partie inférieure du 
rameau de gauche); les réinoculations, faites le 3 juillet 1934, ont produit 
deux petites tumeurs dans Jes deux entre-nceuds situés immédiatement au- 
dessus de la tumeur primitive; des tumeurs volumineuses dans l’entre-neeud 
le plus éloigné et de minimes excroissances dans les deux entre-nceuds sous- 
jacents & celui-ci. Dans la région intermédiaire, craquelures aux points d’ino- 
culation, sans réaction hyperplasique. Phot. le 13 octobre 1934. Cliché S. 
Tallard, Clinique chirurgicale de la Salpétriére. 


PLANCHE IX 


A gauche, Pelargonium témoin, inoculé le 1°" mai 1935. Des tumeurs volumi- 
neuses se sont développées sur tous les entre-nceuds inoculés. Au milieu et 
a droite, deux Pelargenium inoculés pour la premiere fois le 1°" février 1935 et 
portant chacun une tumeur volumineuse résultant de cette inoculation. Les 
réinoculations, faites le 1° mai suivant, n’ont produit aucune tumeur chez la 
plante représentée au milieu; chez la plante de droite, de petites tumeurs 
se sont formées dans l’entre-nwud le plus éloigné de linoculation primaire. 
Remarquer, chez ces deux plantes, les craquelures au niveau des réinocula- 
fia Phot. le 4° aout 1935. Cliché S. Tallard, Clinique chirurgicale de la Sal- 
pétriere. 


DE LA DISPARITION CHEZ LE COBAYE 
DU POUVOIR VACCINANT DE L’ANATOXINE DIPHTERIQUE 
EN PRESENCE DU SERUM ANTIDIPHTERIQUE 


par A. BESREDKA. 


Les sérums et les vaccins ont leurs indications précises qui 
sont en rapport, d’une part, avec l’immunité rapide, mais peu 
durable, que comportent les premiers et, d’autre part, avec 
Vimmunité longue, mais tardive, qui caractérise les derniers. 

En temps d’épidémie, il importe de réaliser une immunité 
rapide et pouvant durer assez longtemps ; aussi a-t-on cru 
rationnel de combiner les avantages des sérums et vaccins, en 
les administrant en des points différents du corps et a un petit 
intervalle. En procédant ainsi, on espérait faitre bénéficier 
lorganisme de l’immunité passive, d’abord, et de l’immunité 
active dans la suite, a la faveur du vaccin administré en méme 
temps. 

_Ce procédé, appliqué couramment autrefois, est encore 
employé aujourd’hui au cours des épidémies, aussi bien en 
médecine humaine que vétérinaire. 

Il ressort cependant de nos expériences, vieilles déja de plus 
de trente-cing ans, qu’en combinant sérums et vaccins, on 
crée une immunité qui n’est guére durable, car, malgré les 
vaccins, on retombe dans le cas de l’immunité passive. Pour 
y remédier, nous proposdmes 4 l’époque de recourir 4 des 
vaccins qui, aprés avoir fixé des anticorps spécifiques, étaient 
débarrassés complétement du sérum libre. Rappelons que les 
premieres expériences, faites avec ces « vaccins sensibilisés » 
contre la peste, le choléra et Vinjection typhique, ont permis 
d’obtenir chez les animaux de laboratoire une immunité 


rapide et durable (1) 


(1) C. R. Acad. Sciences, 134,, 1902, p. 1330 ; Ces Annales, 1902, 
p. 918. 
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Depuis, le principe des vaccins sensibilisés a été appliqué 
a un grand nombre de microbes pathogénes (2), entre autres, 
au bacille diphtérique par Rolla (8) et a la toxine diphtérique 
par Théobald Smith (4). 


* 
* OK 


L’anatoxine diphtérique partage avec les vaccins microbiens 
l’inconvénient de demander une longue préparation, de trois a 
cing semaines environ, avant que immunisation soit com- 
pléte. Pour éviter ce long délai, il est d’usage aujourd’hui 
d’injecter en temps d’épidémie de lanatoxine, puis, quelques 
minutes apres, 1.000 unités d’antitoxine purifiée ou 10 cent. 
cubes de sérum antidiphtérique (5). 

Ayant établi que Vaddition des sérums spécifiques 4 des 
vaccins microbiens — antipesteux, anticholérique ou antity- 
phique — fait perdre 4 ceux-ci leur pouvoir de créer une immu- 
nité active, nous nous sommes demandé s’il n’en est pas de 
méme pour l’anatoxine administrée concurremment avec du 
sérum antidiphtérique. 


Le 1°" octobre, 4 un lot de cobayes, de 300 4 350 grammes, nous. injec- 
tons, sous la peau, 1 cent. cube de sérum antidiphtérique ; 4 un 
deuxiéme lot, 1 cent. cube d’anatoxine : les cobayes d’un troisiéme lot 
recoivent, le matin, 1 cent cube de sérum, puis, sous la peau, du cédté 
opposé, 4 des intervalles allant de trente minutes 4 huit heures, 1 cent. 
cube d’anatoxine. Aprés l’expiration d’une semaine, un ou deux 
cobayes pris dans chacun des trois lots, sont soumis, tous Jes deux-trois 
jours, a l’épreuve d’immunité, au moyen d’une dose dinima, stire- 


ment mortelle de toxine diphtérique (1/1.000 de centimetre cube ou 
1/500 de centimétre cube). 


Ces expériences ont été échelonnées sur une période de cin- 
quante jours. Voici, 4 titre d’exemples, deux expériences 
types. 


Exptrience 1. — Le 1° octobre. Cobaye SA recoit, 2 9 h. du matin, 
sous la peau, 1 cent. cube de sérum antidiphtérique ; A 5 heures de 


(2) Voir nos Revues in Bulletin Institut Pasteur, 30 mars 1910 ; 30 juin 
1912, ainsi que Biologica, 15 décembre 1912. 

(3) Centralbl. f. Bakter. I. Orig., 1910, p. 495. 

(4) Journal of exper. med., 9, 1909, p. 402. 


(5) Voir l’instruction pour V’emploi de 1’anatoxine diphtérique. 
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Vaprés-midi, soit huit heures apres, il recoit, sous la peau, du cdté 
opposé, 1 cent. cube d’anatoxine. 

Cobaye S recoit, 4 9 heures du matin, sous la peau, 1 cent. cube de 
sérum antidiphtérique. 

Cobaye A recoit, 4 5 heures de l’aprés-midi, sous la peau, 1 cent. cube 
d’anatoxine. 

Le 19 octobre, soit dix-huit jours plus tard, on injecte a ces trois 
cobayes, ainsi qu’&a un cobaye témoin (T), 1/1.000 de centimétre cube 
de toxine sous la peau. 

Le surlendemain (21 octobre), les cobayes A et T sont morts ; les 
deux autres — SA et S — survivent. 


Expirience II. — 1 octobre. Cobaye SA recoit, & 9 heures du 
matin, sous la peau, 1 cent. cube de sérum antidiphtérique ; a 5 heures 
de l’aprés-midi, soit huit heures aprés, il recoit, sous la peau, du cété 
opposé, 1 cent. cube d’anatoxine. 

Cobaye S recoit, 4 9 heures du matin, sous la peau, 1 cent. cube de 
sérum antidiphtérique. 

Cobaye A recoit, 4 5 heures de l’aprés-midi, sous la peau, 1 cent. cube 
d’anatoxine. 

Le 14 novembre, soit quarante-cing jours aprés, on injecte 4 ces trois 
cobayes, ainsi qu’&a un cobaye témoin (T), 1/500 de centimétre cube de 
toxine diphtérique sous la peau. 

Le surlendemain (16 novembre), on trouve morts les cobayes SA, S et 


T ; seul survit le cobaye A. 


Il résulte de ces expériences, ainsi que d’un grand nombre 
d’autres analogues, faites a différentes dates, que a) les 
cobayes ayant recu du sérum antidiphtérique seul se mon- 
trent, comme il fallait s’y attendre, d’emblée immunisés ; ils 
gardent l’immunité pendant trois semaines environ ; passé le 
délai de vingt-cing jours, aucun d’eux ne survit & l’épreuve ; 
b) les cobayes ayant recu de l’anatoxime seule ne commencent 
& manilester leur immunité que trois semaines aprés |’injec- 
tion et gardent leur immunité longtemps ; c) les cobayes ayant 
recu sérum et antitoxine, 4 des intervalles de trente minutes 
a huit heures, en deux points différents, accusent une mmu- 
nité pendant Ia premiére quinzaine qui suit les deux mjec- 
tions : soumis 4 I’épreuwve minima mortelle, ils survivent sans 
présenter de lésion locale ; éprouvés dans le courant de la 
troisiome semaine, une partie d’entre eux survit en présentant 
des escarres au niveau de linjection de la toxine ; passé le 
délai de vingt-cing jours, tous les cobayes, ainsi préparés, 
suecombent & une dose minima mortelle (1/4.000 de centi- 


métre cube) de toxine. 
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Nous constatons donc que dans ce dernier groupe (c), malgré 
Vintervalle de huit heures, entre l’administration du sérum et 
celle de l’anatoxine, les animaux se comportent comme s'tls 
avaient recu du sérum antidiphtérique seul : ils possédent 
Vimmunité pendant deux-trois premiéres semaines ; puis, dés 
que le sérum est éliminé de l’organisme, leur immunité dis- 
parait. Fait important, cette disparition est définitive. Autre- 
ment dit, tant que l’on s’en tient aux conditions d’expériences 
indiquées, c’est-d-dire si lon fait une seule injection d’ana- 
toxine et de sérum, l’immunité passive due au sérum n'est 
point suivie d’immunité active, malgré Vinjection de l’ana- 
toxine. En d’autres termes, l’anatoxine qui, injectée seule, 
exerce un pouvoir vaccinant certain, cesse d’agir quand elle 
se trouve en présence du sérum antidiphtérique : l’animal 
se comporte en ce cas comme si l’anatoxine était annihilée 
par le sérum. 

Ce phénoméne est donc exactement le méme que celui 
observé par nous autrefois, lors de l’immunisation au moyen 
des vaccins microbiens et des sérums spécifiques correspon- 
dants : on s’attend & une immunité active durable, alors 
qu’en réalité les animaux n’acquitrent qu'une immunité 


passive de courte durée. 


* 
* * 


Que se passe-t-il lorsqu’on augmente lintervalle entre le 
sérum et l’anatoxine > 

Aprés avoir injecté 4 un lot important de cobayes du sérum 
antidiphtérique, nous injectons, tous les deux jours, a plu- 
sieurs d’entre eux de l’anatoxine, de facon aA avoir, entre le 
sérum et l’anatoxine, une gamme d’intervalles allant de un 
jour a un mois. 

L’épreuve de lVimmunité (1/4.000 de centimetre cube Aa 
1/500 de centimétre cube de toxine), effectuée a différents 
moments, portait 4 la fois sur Jes cobayes ayant bénéficié de 
la vaccination combinée, ainsi que sur les cobayes ayant recu 
soit du sérum seul, soit de l’anatoxine seule. 

Les résultats de ces expériences ont varié, d’une part, sui- 
vant lintervalle qui séparait le sérum de l’anatoxine et, a 
intervalle égal, suivant la période qui s’écoulait depuis 
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injection du sérum jusqu’a celle de la toxine. Ces résultats 
trouvent leur expression dans les quelques expériences types 
que voici. 


ExpéRIENcE IIT. — 23 aotit. Cobaye SA recoit, sous la peau, 1 cent. 
cube de sérum antidiphtérique ; aprés un intervalle de cing jours, on 
lui injecte, sous la peau, du cété opposé, 1 cent. cube d’anatoxine. 

23 aotit. Cobaye S recoit, sous la peau, 1 cent. cube de sérum anti- 
diphtérique. 

23 aout. Cobaye A recoit, sous la peau, 1 cent. cube d’anatoxine. 

Le‘2 septembre, soit dix jours aprés, on soumet les trois cobayes, 
ainsi qu’un témoin (T) a l’épreuve (1/500 de centimétre cube de toxine). 

Le surlendemain, sont trouvés morts le témoin (JT), ainsi que le 
cobaye A, ayant recu l’anatoxine seule ; les deux autres, SA et S, 
survivent. 


Les mémes résultats ont été constatés dans les expériences 
ou l’intervalle entre l’injection de sérum et celle d’anatoxine 
a été plus grand. Ainsi, dans le cas ot cet intervalle était de 
dix jours, les cobayes se montraient immunisés pendant les 
trois semaines environ qui suivaient l’administration du 
sérum ; cette immunité n’était pas plus durable que chez les 
cobayes ayant recu du sérum seul. 

Voici Vhistoire d’un de ces cobayes : préparé dans les 
mémes conditions que celui (SA) de l’expérience précédente, 
il fut éprouvé aprés un délai de vingt-quatre jours. 


ExpERIENCE IV. — 23 aotit. Cobaye SA recoit, sous la peau, 1 cent. 
cube de sérum antidiphtérique ; aprés un intervalle de dix jours, on 
lui injecte, sous la peau, du cété opposé, 1 cent. cube d’anatoxine. 

23 aotit. Cobaye S recoit, sous la peau, 1 cent. cube de sérum anti- 
diphtérique. 

23 aotit. Cobaye A recoit, sous la peau, 1 cent. cube d’anatoxine. 

Le 16 novembre, soit vingt-quatre jours aprés, on soumet les trois 
cobayes 4 l’épreuve (1/1.000 de centimétre cube de toxine), ainsi qu’un 
témoin (T). 

Le surlendemain, dans la soirée, on constate que, sur quatre cobayes 
injectés, seul survit le cobaye A, préparé avec de l’anatoxine. 


Il résulte de cette expérience que l’on a beau établir entre le 
sérum et l’anatoxine un intervalle de cing a dix jours, 
l’animal (SA) n’acquiert pas d’immunité active ; cette immu- 
nité est cependant manifeste chez l’animal (A) ayant recu, le 
méme jour, de l’anatoxine seule. 

Nous pouvons donc conclure que les cobayes auxquels on 
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administre sérum et anatoxine, 4 des intervalles de quelques 
heures ou de quelques jours, se comportent exactement comme 
les animaux auxquels on administre du sérum seul. 


* 
* * 


Les choses se passent autrement lorsque l’injection du sérum 
est séparée de celle de l’anatoxine par un intervalle plus long, 
un mois, par exemple (Expér. V.). 

Expérience V. — 23 aoiit. Cobaye SA recoit, sous la peau, 1 cent. cube 
de sérum antidiphtérique ; aprés un intervalle de un mois (23 septem- 
bre) on lui injecte, sous Ja peau, 1 cent. cube d’anatoxine. 

23 aotit. Cobaye S recoit, sous la peau, 1 cent. cube de sérum anti- 
diphtérique. 

23 septembre. Cobaye A recoit, sous la peau, 1 cent. cube d’anatoxine. 

Le 20 octobre, soit un mois environ apras linjection de l’anatoxine 
et deux mois environ aprés l’injection de sérum, on injecte aux trois 
cobayes SA, S et A 1/500 de centimétre cube de toxine diphtérique. 


Le surlendemain, on trouve mort le cobaye S ; les deux autres (SA et 
A) survivent. 


La mort du cobaye 5S, ainsi que la survie du cobaye A étaient 
prévues ; moins prévue paraissait, de prime abord, la survie 
du cobaye SA, qui avait recu du sérum deux mois auparavant. 
Or, ce cobaye a simplement bénéficié de Vanatoxine qui lui 
avait été injectée au moment (23 septembre) ot: le sérum eut 
déja le temps de s’éliminer : de la sa survie. 

Cette expérience compléte les précédentes : elle montre que 
Vanatoxine ne confére l’immunité active que du moment ou, 
pratiquement, il ne subsiste plus de sérum dans l’organisme. 


* 
* ok 


Dans une autre série d’expériences, nous avons interverti 
l’ordre des injections : les cobayes recevaient, d’abord, de 
l’anatoxine ; puis, aprés des intervalles de un, trois, cing et 
sept jours, nous leur injections sous la peau, du cdté opposé, 
du sérum antidiphtérique. 

On aurait pu espérer que les animaux ainsi préparés béné- 
ficieraient des intervalles séparant Panatoxime du sérum pour 
se fixer sur les cellules et pour élaborer une immunité active. 
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L’expérience nous a montré qu’il fallait renoncer A cet 
espoir : malgré les intervalles allant jusqu’’ une semaine, 
accordés & l’anatoxine pour faire ceuvre de vaccin, les cobayes 
étaient incapables de bénéficier d'une immunité active : a 
partir du moment ot les animaux n’étaient plus sous la pro- 
tection du sérum, ils ne résistaient pas & la dose minima mor- 
telle de toxine diphtérique. 

Voici une de ces expériences ; elle porte sur deux groupes 
de cobayes, préparés dans les mémes conditions (Expér. VI 
et VE a). 


ExpERieNce VI. — 19 novembre. Cobaye AS recoit 1 cent. cube d’ana- 
toxine sous la peau. 

Le lendemain, le 20 novembre, il recoit, du cété opposé, 1 cent. cube 
de sérum antidiphtérique. 

19 novembre. Cobaye A recoit 1 cent. cube d’anatoxine sous la peau. 

Le 14 novembre, soit vingt-cinq jours aprés, on imocule & ces deux 
cobayes (AS et A), ainsi qu’’ un témoin (T), 1/1.000 de centimétre 
de toxine diphtérique. 

Les cobayes AS et T meurent le 16 décembre ; le cobaye A survit 
définitivement, sans avoir présenté la moindre réaction. 


ExpérieNce VI a. — 19 novembre. Cobaye AS recoit 1 cent. cube d’ana- 
toxine sous la peau. Trois jours aprés, le 22 novembre, il recoit, du cété 
opposé, 1 cent. cube de sérum antidiphtérique. 

19 novembre. Cobaye A recoit 1 cent. cube d’anatoxine sous la peau. 

Le 14 décembre, soit vingt-cing jours aprés, on inocule aux deux 
cobayes AS et A, ainsi qu’A wn témoin T, 1/500 de centimétre cube de 
toxine diphtérique. 

Le 16 décembre, om trouve morts les cobayes AS et T ; le cobaye A 
survit, sans présenter de réaction ni locale, ni générale. 


Les animaux ont donc beau recevoir de l’anatoxine diphté- 
rique un ou trois jours avant le sérum, ils sont inaptes a 
acquérir l’immunité active, laquelle s’établit d’une facon cer- 
taine a la suite de l’injection, 4 la méme date, de l’anatoxine 
seule, non suivie de sérum antidiphtérique. 


* 
* x 


Faut-il conclure de nos expériences que l’anatoxine, lors- 
qu’elle se trouve dans l’organisme en méme temps que 
Vantitoxine, soit détruite par cette derniére ? 

Nous venons de voir que les cobayes auxquels on admi- 
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nistre de l’anatoxine un ou plusieurs jours avant le sérum se 
comportent, lors de I’épreuve, comme s’ils n’avaient pas re¢cu 
d’anatoxine : leur immunité dure trois semaines environ et 
au dela de.ce délai, ils ne sont guére plus vaccinés que les 
cobayes neuls. Il serait cependant erroné de les considérer 
comme étant entiérement neufs. Comme lont déji montré 
Ramon et Lafaille (6), nous avons pu constater que dans cer- 
taines conditions d’expériences on peut déceler chez eux une 
ébauche d’immunité antidiphtérique active. En effet, si a de 
tels cobayes, qui ne résistent pas & une dose mortelle de 
toxine, on administre & nouveau de l’anatoxine, on ne 
manque pas de constater qu’ils acquiérent Vimmunité plus 
rapidement que les cobayes neufs (Voir l’expér. VII). 


ixpirience VII. — Deux cobayes, AS-A, de 470 grammes, recoivent le 
19 novembre, 1 cent. cube d’anatoxine. Trois jours apres : 

22 novembre, 1 cent. cube de sérum antidiphtérique, du cdté opposé. 

18 décembre, soit vingt-six jours aprés, 1 cent. cube d’anatoxine. 
Onze jours apres : : 

29 décembre. Injections d’épreuve : 1/500 de centimétre cube de toxine 
diphtérique. 

Les deux cobayes AS-A présentent de Voedéme le surlendemain ; cet 
cedéme augmente les jours suivants et se transforme en crotite abdo- 
minale, étendue. Ces deux cobayes survivent. 

Deux cobayes témoins, T, de 470 et 500 grammes, ayant regu en méme 
temps que les précédents (29 décembre), la méme dose de toxine (1/500 
de centimétre cube), sont morts, un le Jendemain, dans la soirée 
(30 décembre), et l'autre le surlendemain matin (81 décembre). 

Deux cobayes A ayant recu de l’anatoxine pour la premiére fois le 
18 décembre, éprouvés en méme temps que les précédents (29 décem- 
bre), soil onze jours aprés, ont succombé dans le méme délai que leurs 
témoins. 


Il ressort de cette expérience que les cobayes AS-A, préparés 
par l’anatoxine, puis, trois jours aprés, par le sérum, furent 
& méme de bénéficier d’une nouvelle injection d’anatoxine, 
c’est-a-dire d’acquérir une immunité active, déja onze jours 
aprés, alors que les cobayes neufs auraient exigé, pour 
acquérir la méme immunité, trois semaines environ. 


(6) C. R. Soc. Biol., 98, 25 juillet 1925, p. 582. Voir également Ramon 
et Zoeller, Ces Annales, 44, 1927, p. 803 ; Ramon, Revue dImmiunologie, 
4, 1935, p. 87; Annales de Médecine, 42, octobre 1937: CG. R. Acad. 
Sciences, 205, 1937, p. 205; Ramon, Boivin, Richou et Djourichitch, 
C. R. Soc. Biol., 426, 18 déc. 1937, p. 1099. 
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CONCLUSIONS 


I. Les cobayes auxquels on administre une seule fois du 
sérum antidiphtérique et, aprés un certain intervalle, de l’ana- 
toxine — que cet intervalle soit de quinze minutes ou de 
dix jours — n’acquiérent qu'une immunité passive, c’est- 
a-dire, immédiate et de courte durée. 

II. Les cobayes auxquels on administre de 1’anatoxine, 
d’abord, et, aprés un intervalle de un, trois, cing jours, du 
sérum antidiphtérique, se comportent de méme. 

Ill. Les cobayes, soumis 4 l’immunisation combinée — par 
sérum et anatoxine — réagissent comme si le pouvoir 
vaccinant de l’anatoxine était annihilé par la présence du 
sérum. Une deuxiéme injection d’anatoxine seule, pratiquée 
aprés l’élimination du sérum, est susceptible de conférer & de 
tels cobayes une immunité active dans un délai plus court que 
celui que |’on observe aprés l’injection d’anatoxine chez des 
cobayes neuls (7). 


(7) Au moment ot: nous corrigeons les derniéres épreuves de ce 
mémoire, nous recevons une lettre de M. N. Surraco 4 propos de notre 
note préliminaire relative 4 la disparition du pouvoir vaccinant de 
l’anatoxine en présence du sérum (C. R. Acad. Sciences, 31 janvier 
1938). Cet auteur attire notre attention sur les expériences qu’il a 
publiées sur le méme sujet en 1932 (C. R. Soc. Biol. de Montevideo, 
p. 538), d’ot il résulte que « Vinjection d’anatoxine pratiquée six 
jours aprés celle de sérum se montre inefficace ». Tout en regrettant 
que ces expériences nous aient échappé, nous sommes heureux de 
nous rencontrer en cette question avec notre collégue de Montevideo. 


ETUDE 
SUR LE BACTERIOPHAGE DU BACTERIUM MEGATHER/UM 


par P. G. FLU. 


Laboratoire d'Iygicne, de Bactériologie et d’Hygiéne tropicale 
de VUniversité de Leyde, Pays-Bas. 


Les expériences de Den Dooren de Jong sur le bactériophage 
du Bacterium megatherium sont généralement confirmées dans 
leur ensemble par ceux qui ont eu l’occasion de les répéter (4). 

Comme on sait, ce savant réussit, grace a*une méthode 
personnelle, a faire produire 4 un megathervum non lysogéne 
(enregistré sous le numéro 338) des variétés asporogénes. 
Celles-ci se montrent particulicrement sensibles au phage 
produit par le 899, souche lysogéne de megatheriwm isolée par 
Den Dooren de Jong. 

Une heure de chauflage 4 70° rend le phage du B. mega- 
therium irréversiblement inactif, tandis que les spores du 899, 
soumises & une heure 4 80° ne sont pas tuées ; introduites par 
Den Dooren de Jong dans un milieu favorable, elles engendrent 
a nouveau, aprés germination, des phages en extréme abon- 
dance. 

On peut admettre avec Den Dooren de Jong que des spores, 
subissant une température de 80° pendant une heure, répar- 
tissent cette chaleur dans tout leur volume. D’autre part, 
Den Dooren de Jong, admettant que les phages se trouvant sur 
ou dans les spores sont détruits, et se basant sur le fait que 
de telles spores, aprés germination, produisent de nouveau 
des phages, conclut que le phage du B. megatherium 899 est 
produit de novo par les bactéries vivantes, et qu'il est, non 
pas étranger, mais propre au microbe. 


(1) Zentr. fiir Bakter., Parasit. und Infekt., 120, 1931, p. 1-15. 


BACTERIOPHAGE DU BACTERIUM MEGATHERIUM 644 


Cela étant, on ne peut plus soutenir la thése que le phage 
est un étre autonome, un virus, ou un ultramicrobe. 

Les éléments non sporulés du B. megatherium sont tués a 
des températures de 70°, leur plasma ne supportant pas cette 
chaleur. Par conséquent, des causes doivent exister qui per- 
mettent au plasma des spores de megatherium — plasma iden- 
tique 4 celui contenu dans le B. megatherium lui-méme — de 
supporter sans dommage la température de 80°. Il est logique 
de penser a la faible teneur d’eau de ces spores. 

On sait que des pois secs, par exemple, supportent pendant 
longtemps une chaleur séche de 100°, sans que leurs propriétés 
germinatives soient affaiblies. 

Vedder (2) constate que des phages de B. megatherium, de 
B. coli, de B. paracoli et de B. typhosus, tous rigoureusement 
desséchés, supportent des températures de 80° et méme 100° 
pendant dix et trente minutes, tandis que dans les milieux 
liquides une température de 70° les rend inactifs. 

Il n’est pas impossible, a priori, que les conditions proté- 
geant le plasma de la spore, protégent également le phage qui 
y est contenu. 

C’est d’ailleurs dans ce sens que plaident aussi les travaux 
de Wollman et ses collaborateurs sur l’influence de hautes 
pressions sur les phages et les spores (38). 

Au cours de ces expériences, ils constatent qu'une pres- 
sion de 2.000 atmosphéres détruit le Bactériophage-antista- 
phylococcique, tandis que le staphylocoque méme supporte 
sans danger une pression de presque 5.000 atmosphéres. 

Les bactériophages, antityphosum, antisubtilis et anti- 
megatherium gardent encore leur activité aprés 4 a 5.000 
atmosphéres et ne la perdent qu’aprés avoir subi des pres- 
sions de 7.000 atmosphéres, tandis que les spores du Bacterium 
megatherium lysogéne supportent 9.500 & 10.000 atmospheres 
de pression pendant quarante-cing minutes, sans perdre de 
leur pouvoir germinatif et leur faculté de produire le bacté- 
riophage, aprés germination et culture préalables. 


(2) Zentralbl. f. Bakt., 425, 1932, p. 111. Acta Brevia Neerlandica. 
(3) C. R. Ac. Sc., 196, 1933, p. 1188 et C. R. Ac. Sce., 200, 1935. 
p. 1072. 
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Plusieurs expériences faites dans mon laboratoire, pour 
détruire le plasma des spores et garder intact le phage éven- 
tuellement contenu dans cette spore, ont échoué ; les prin- 
cipes tuant ou endommageant le plasma de la spore, agissant 
aussi en détruisant le phage (4). 

Par conséquent la possibilité d’une dualité entre plasma de 
spore et phage n’a pu ¢tre démontrée dans ce sens. 

Adant et Cowles abordent le probléme sous un autre angle. 
Adant isole un phage-subtilis des déjections de poules. Il 
réussit & lyser un B. subtilis en état de sporulation et a le 
rendre résistant au phage. Le phage-subtilis, chauffé a 70° 
devient inactif, mais les spores du B. subtilis résistant et 
lysogéne peuvent étre chauffées pendant quinze minutes 4 
95° ou pendant cing minutes a 100° sans qu’il y ait destruc- 
tion du phage y contenu. Les spores, aprés germination, 
produisent un phage identique a celui isolé des excréments 
de poule. : 

Cowles isole de la fange des égouts un phage agissant sur la 
bactéridie charbonneuse. Egalement dans ce cas, des cultures 
secondaires, résistantes au phage et lysogénes, sont obtenues. 
Par la suite il réussit 4 isoler un phage-subtilis et, tout comme 
Adant, constate que les spores du subtilis lysogénisé, chauftées 
& 90° pendant dix minutes ou a 100° pendant cing minutes, 
germent et engendrent ce méme phage. 

Il se pourrait qu’un expérimentateur, divisant, comme 
Den Dooren de Jong, les phages en deux catégories, & savoir : 
les vrais phages purs ou « phages de spores » produits par les 
microbes sporogénes et les faux phages impurs ou « phages 
de boue », critique les expériences de ces deux auteurs, en leur 
reprochant l’emploi de phages impurs, tout en exigeant la 
répétition de pareilles expériences avec les « vrais phages 
de spores ». 

Afin de prévenir cette critique, j’ai entrepris de nouvelles 
expériences, en employant cette fois le bactériophage produit 
par le B. megatherium 899 (Den Dooren de Jong) et, comme 
souche lysable, destinée 4 devenir résistante et lysogéne au 
phage du B. megatherium 899, la souche B. megatherium 338 


(4) C. R. Acad. Proefschrift, Leiden, 1981. 
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b’-mutilat, employée par Den Dooren de Jong afin de prouver 
la présence du phage (3). 

Que le B. megatherium 338 b’ ne forme pas lui-méme des 
phages cela est prouvé non seulement par les recherches tras 
précises de Den Dooren de Jong, mais aussi par des expé- 
riences personnelles entreprises spécialement dans ce but. 

D’asporogéne, la variété 338 b’ peut redevenir sporogéne, 
et se dissoudre encore au contact du phage de B. megathe- 
rium 899. Les lysats et les cultures lysées sur gélose sont 
conservés pendant une période plus ou moins longue, afin 
de permettre la formation de souches lysorésistantes et lyso- 
genes. 

Des 35 variétés sporogénes du B. megatherium 338 b’, 
issues du mutilat 338 b’ aprés lyse par le phage du B. mega- 
therrum 899, 26 engendrérent des spores capables de résister 
& une heure de chaleur a4 80°, ; 7 de ces souches donnérent, 
aprés germination, une culture de laquelle un phage-mega- 
therium était a isoler. 

Ces observations me permirent de tirer les conclusions 
suivantes : 

1° Que la variété B. megatherium 338 b’, dépourvue de 
lysine, forme, aprés lyse par un phage-megatherium, des 
colonies secondaires qui récupérent parfois le type sporogéne ; 

2° Que de tels types sporogénes et devenus secondaires aprés 
contact avec un phage anti-megatherium sont en grand nombre 
contaminés par le phage ; 

3° Que le phage est inclus dans la spore ; 

4° Qu’il profite par ce fait de la protection des mémes fac- 
teurs qui protégent la protéine des spores ; 

5° Que le comportement du phage dans le B. megathe- 
rium 899 sporogéne, décrit par Den Dooren de Jong, n’implique 
pas que le phage est un produit du protoplasme du B. mega- 
therium en voie de développement ; 

6° Qu’il est probable que le processus d’infection du 
B. megatherium 338 b’ par le phage du B. megatherium 899 
que j’avais provoqué, peut tout aussi bien se réaliser natu- 
rellement, a savoir : que le B. megatherium 899, au cours de 


(5) P. G. FLU, Antonia van Lecuwenhock, Deel J, n° 4, 19S peal: 
Annales de UInstilut Pasteur, t. 60, n° 6, 1938. 4A 
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sa vie libre dans la terre, mis au contact d’un phage se trou- 
vant dans ce milieu peut en étre « infecté » et vivre, dés lors, 
en symbiose avec lui. 

On peut facilement se convaincre de ce fait, étant donné 
que presque chaque échantillon de terre que l’on examine 
contient des phages contre le B. megatherium. 

Den. Dooren de Jong, dans une étude ultérieure, porte 
son attention sur ce phénoméne et remarque que dans un 
mélange de phages contre Bacterium megatherium, Bacterium 
luteus et Bacterium undulatus, mis en contact tantdt avec des 
mutilats de Bacterium megatherium, tantdt avec des mutilats 
de Bacterium luteus, tantdt avec des mutilats de Bacterium 
undulatus, chaque espéce de bactérie, aprés un long contact 
avec ce mélange, se transforme, sans exception, en souche 
sporogéne et lysogéne. Issues de spores chauffées, cultivées, 
ces souches produisent & nouveau les phages homologues ; 
c’est-a-dire que le Bacterium megatherium donne un phage- 
megatherium, le B. undulatus un phage-undulatus et le 
B. luteus un phage-luteus. 

Pour celui qui n’entend pas par « infection » un « simple 
contact » avec ie phage, mais une action réciproque se mani- 
festant par une lyse du microbe par un phage, il n’y a pas 
d’autre solution possible. 

Ce furent les phages engendrés par les spores de ces trois 
especes de bactéries que Den Dooren de Jong employa pour 
effectuer ses expériences (6). Dans ses observations anté- 
rieures, il avait déja constaté que de tels phages sont spéci- 
fiques, c’est-a-dire qu’un phage-megatherium ne _ dissout 
jamais, par exemple, une souche de luteus ou de flavus. 
Chaque microbe du mélange ne pourra donc réagir que contre 
son propre phage homologue, et par conséquent, n’étre 
« infecté » que par lui. 

Les résultats des recherches de Den Dooren de Jong ne sont 
donc pas trés difficiles & interpréter et, dans ensemble, ils 
s’accordent avec la conception du microbe lysogénisé grace a 
une « infection » précédente par le phage. 

Dans les mélanges de Den Dooren de Jong, par exemple, 


(6) Zentralbl. f. Bakt., 136, 1936. 
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le megatherium ne sera « infecté » que par le phage du mega- 
thertwm ; une action réciproque n’aura donc lieu qu’entre le 
microbe et ce méme phage-megatherium. 

Les recherches d’Adant, de Cowles, et les miennes (confir- 
mées en ce qui concerne le B. subtilis par les Wollman (7), ne 
laissent pas de doute que Den Dooren de Jong n’ait pu prouver 
que le phage est un produit microbien. 

Wollman (&) qui, en 1932, pouvait écrire que les résultats 
obtenus par Den Dooren de Jong « apportent la condamnation 
définitive de l’hypothése parasitaire de la bactériophagie », 
est forcé de reconnaitre en 1936 que « la persistance de la 
fonction lysogéne, dans les cultures issues des spores chauffées 
(ou pressées) recoit ainsi une explication satisfaisante sans 
qu'il faille imvoquer, dans le cas de souches lysogénes, une 
formation de bactériophages de novo. Ces expériences ne 
permettent donc pas d’éliminer l’hypothése symbiotique des 
souches lysogénes et c’est par d’autres voies qu’il faut chercher 
a préciser la nature de ces souches » (p. 146, loc. eit.). 

Wollman, qui, jadis, considérait le bactériophage comme 
un « géne », et actuellement comme un « facteur héréditaire », 
prouve dans un article paru dans le volume 56, numéro 2 de 
ces Annales, loc. cit., que le phage du megatherium est 
inclus dans la spore telle quelle, et non pas comme facteur 
potentiel. I} lui est possible de démontrer que le phage, y 
compris celui vivant dans les spores, posséde des caracté- 
ristiques antigénes qui se distinguent de celles du plasma 
B. megatherium. 

Comment tout cela s’accorde-t-il logiquement avec son hypo- 
thése que le phage est un lacteur héréditaire, il m’est difficile 
de le comprendre. 

La voie & suivre, selon Wollman, pour découvrir la nature 
des souches lysogénes, consiste en une série d’expériences, 
dans lesquelles imtervient encore une fois le B. megathe- 
rium 899 producteur de phages. 

Il attire d’abord l’attention sur le fait que le titre d’un phage 
originaire d’une culture de bouillon filtrée du B. mega- 


(7) Ces Annales, 56, 1936, p. 187. 
(8) Ces Annales, 49, 1932, p. 41-74. 
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therium 899, exerce une action a une dilution de 10 —3, rare- 
ment 10 —7, et jamais plus. Le titre du filtrat des mutilats du 
B. megatherium 338 dissous par le phage du B. megathe- 
rium 899 peut monter 4 10 —8 et 10 —9. 

D’ot Wollman conclut que la culture de bouillon de 
B. megatherium 899 ne contient qu’un nombre restreint d’indi- 
vidus capables de produire le phage. 

Prouver l’exactitude de cette hypothése ne sera pas chose 
aisée bien qu’il ait déja été établi — notamment par moi- 
méme — que des souches résistantes sont capables de détruire 
le phage qui dissout les souches homologues. 

J’eus l’occasion, en 1923, d’étudier une bactérie de Flexner 
non agglutinable et lysorésistante qui, vivant dans une méme 
culture liquide avec le phage de Flexner, le fixe, et le rend 
irréversiblement inactif (9). 

Vivantes ou mortes, ces bactéries sont capables non seule- 
ment de fixer de facon élective le phage, mais le rendent encore, 
presque totalement, irréversiblement inactif. Cette fixation 
fut tellement intense qu’une petite quantité de phages ne put 
étre libérée qu’aprés destruction du corps microbien @ l'aide 
de sulfate de soude anhydre. 

On peut se rendre compte par la lecture des tableaux I et II 
que les cultures liquides du B. megatherium 899 lysogéne, et 
les souches lysogénisées par mes soins de B. megatherium 338, 
présentent aussi, plus que probablement, le phénoméne de 
fixation — et probablement de destruction — du phage. 

Selon Wollman (10) le B. megatherium 899 qui se développe 
sur gélose séche (sans eau de condensation) ne contient pas 
de phages libres, et que ceux-ci sont également introuvables 
dans les couches superficielles de la gélose. Suspendus dans de 
l'eau salée physiologique, les microbes, méme aprés un trés 
long contact, ne libérent pas les phages. Exclusivement intra- 
cellulaires, ces derniers ne sont libérés qu’aprés dissolution 
des microbes, en faisant agir du lysozyme de l’albumine d’ceuf 
de poule sur les suspensions de B. megatherium. Wollman 


(9) Zentralbl. f. Bakt., 90, 1923, Acta Leydensia etc. Scolae Med. Trop, 
Vol. I, p. 60-71. 
(10) Ces Annales, 56, 1936, p. 1374. 
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selforce de prouver, par une série d’expériences, qu’aprés 
traitement au lysozyme des suspensions & densité microbienne 
identique, nait un rapport typique entre le nombre de colonies 
de B. megatherium et celui des phages. Ce nombre serait le 
méme, ou 4 peu prés le méme, et pour les colonies de B. mega- 
therium et pour les plages. 

Wollman estime que ce rapport quantitatif s’accorde diffi- 
cilement avec l’hypothése que le bactériophage serait un virus. 

Cette derniére partie de ses recherches a provoqué des criti- 
ques de la part de Gratia (41) qui lui reproche non seulement 
d’avoir comparé des unités dissemblables entre elles, mais 
d’avoir employé une échelle de comparaison dilférente. 

Ne procédant pas comme les Wollman — qui eux, 
déterminent le nombre de bactériophages des émulsions 
et le nombre de phages des émulsions mélangées au lysozyme 
— Gratia compte le nombre de colonies et de plages aussi 
bien dans ces émulsions que dans les émulsions lysées. 
Il constate que leur nombre est lé méme. Gratia indique 
avec raison d’autres sources d’erreur ; 4 savoir qu’on n’a 
pas le droit, en ce qui concerne le nombre de colonies formées, 
de tirer des conclusions quant au nombre de germes présents 
dans les suspensions. B. megatherium croit en chainettes, et 
une colonie représente une quantité plus ou moins grande 
de germes contenus dans cette chainette. D’autre part, tou- 
jours selon Gratia, l'eau physiologique aurait une forte action 
bactéricide sur le B. megatherium, tandis que les spores conti- 
nuent a vivre dans les suspensions lysées par le lysozyme. Ce 
sont ces spores, du reste, qui sont responsables du nombre 
de colonies et du nombre de plages formées, ce qui autorise 
Gratia a conclure que le nombre de plages et de colonies est le 
méme dans les émulsions non lysées et dans les émulsions 
lysées. Ces plages, d’ailleurs, ne seraient pas de véritables 
plages, mais plutét des zones lysées entourant les spores de 
B. megatherium en voie de développement. 

Sachant, par expérience personnelle, combien les résultats 
des recherches sur la formation de plages par les souches lyso- 
génes sont variables, 11 m’a semblé intéressant, aprés la lecture 


(11) Ces Annales, 56, 1936, p. 307. 
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des publications des Wollman et de Gratia, de faire moi-méme 
des investigations sur la production des bactériophages par 
le B. megatherium 899. 

Pour la premiére partie de mes recherches, j’eus 4 ma dispo- 
sition un B. megatherium 899, que j’avais ensemencé, il y a 
des années, sur de la gélose nutritive ordinaire. Cette souche, 
recue de Den Dooren de Jong, se développait sur gélose en 
couches plus ou moins séches, qui se désagrégeaient diffici- 
lement dans les liquides. 

Pour la deuxiéme partie de mon étude, je recus une seconde 
souche de B. megatherium 899, également de Den Dooren de 
Jong, cultivée cette fois sur gélose peptonée a 1 p. 100. La 
culture sur ce milieu, méme si les tubes ne contenaient awcune 
trace d’eau de condensation, restait humide et facilement 
dispersable. 

Les soins attachés aux préparatifs pour le dénombrement 
des microbes des diverses suspensions, furent extrémement 
minutieux, et les masses microbiennes réparties avec la plus 
grande attention. En dépit de cette vigilance, la plupart des 
microbes se présentérent dans la suspension, en chapelets 
plus ou moins longs. Ce phénoméne me forca a abandonner 
mes essais de dénombrement des microbes dans les suspen- 
sions, par le procédé Petroff-Hauser. Le cas d’individus crois- 
sant en chapelets se présente également dans les cultures en 
bouillon, méme dans les cultures jeunes. 

Ces observations donnent a Gratia le droit de conclure que 
le nombre de colonies cultivables, issues de suspensions diluées, 
ne donne pas un tableau exact du nombre de microbes par 
unité de volume contenu dans lesdites suspensions. 


Les suspensions diluées, 4 moins de mention contraire, sont obtenues 
avec le bouillon nutritif habituel. La dilution obtenue, ] cent. cube en 
est aussitét prélevé avec une pipette stérilisée, introduit dans une boite 
de Petri, et refroidi entre 45 4 50°. Portant les boites 4 37°, on en compte 
les colonies aprés trois 4 vingt-quatre heures d’incubation. Fut employée 
a cette fin, une boite dont la dilution formait des colonies bien isolées. 

Pour déterminer le nombre de plages, on étale soigneusement une 
anse du liquide supposé contenir les plages a Ja surface d’une gélose 
inclinée sur laquelle une culture jeune de 338 lysable a été étalée trente 
minutes avant. L’anse contient environ 20 millim. cubes de liquide. 
Les plages sont comptées a l’ceil nu, parfois A la-loupe. Pour déter- 
miner leur nombre par centimétre cube, il faut multiplier le chiffre 
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trouvé par 50, et, en outre, par un facteur dépendant de la dilution 
dont on a pris les dits 20 millim. cubes. 


RECHERCHES AYANT POUR OBJET LE B. MEGATHERIUM 899, 
CULTIVE SUR GELOSE. 


On répartit dans 4 cent. cubes de bouillon, 4 anses d’une culture sur 
gélose Agée de dix-sept heures, et on introduit 1 cent. cube de la suspen- 
sion respectivement dans trois tubes, contenant 9 cent. cubes de 
bouillon. 

La suspension du premier tube sert au dénombrement des microbes ; 
celle contenue dans le second est mélangée 4 0 c. c. 25 d’un mélange 
d’albumine d’ceuf fraiche de poule 4 1/5 dans du NaCl a 0, 9 p. 100 ; 
le contenu du troisiéme est, en une minute, filtré sur bougie Cham- 
berland L,. 


Les résultats du dénombrement des colonies et plages for- 
mées sont les suivants : 


Nombre de colonies issues de 4 cent. cube de la suspension. 20.000 
Nombre de plages issues de 1 cent. cube de la suspension 

q NIT OO OOWIG oe5 ooo o. Aeee chon! a on duce oro © 0 
Nombre de plages issues de 0 c.c. 25 du filtrat. ..... 5 


Une étude sur la formation des phages dans des cultures en 
bouillon du B. megatherium 899 nous renseigne sur la cause du 
nombre restreint de plages obtenues dans cette expérience. 


300 cent. cubes de bouillon nutritif sont ensemencés avec 5 anses 
d’une culture sur gélose du B. megatherium 899. On reléve d’heure en 
heure le nombre de colonies et de plages par centimétre cube du 
bouillon soumis 4 une température de 37°. Le résumé de cette expé- 
rience apparait ci-dessous (Tableau I). 


Tapteau I. — Nombre de colonies par centimétre cube d’une culture 
en bouillon du #. megatherium 899 a 37°, et nombre de plages 
par 4 cent. cube du filtrat du méme bouillon. 


NOMBRE 

te eesics de plages 

reels per meio 
cent. cube cu chleeHt 

OURCUIPEtC Te cura ieee es ete eras cece 150.000 0 
WE TRS (lg Seok cain Se an Poa ewe eae came 528.000 0 
OO NeULAse ete ei ee a) ties ey sn fr 495.000 0 
AUNNNS. oc Ode Oe. Oe ioe eae ee 350.000 350 
She WUC Sie eee area eaurolecd «ans Gites, Sr eens 312.000 2.150 
SUICREGS Asp emaelas Seed tae er a . . 302.000 100 
Ae heliMeGaewec Ly else Macks, sulsrey Meas 376.000 300 
DW AMAVANGE) tl-dehd Cary Dal 2 ROME thos ete O 308.000 4.000 


GRMWCUITOB NS oe eee wee eae, Se ese 800.000 650 
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Nous y voyons que lé nombre de plages contenues dans la 
suspension microbienne du B. megatherium développée sur 
gélose ordinaire, est en elfet minime, car elle n’augmente 
qu’aprés quelques heures d’incubation 4 37°. 

Au cours d’expériences répétées, nous constatons que dans 
certains cas, 20 millim. cubes du filtrat de la culture ne nous 
donnent 40 plages qu’aprés deux & vingt-quatre heures de 
culture, et 23 plages qu’aprés quatre 4 vingt-quatre heures. 

Etant donné que ma souche de B. megatherium 899 ne peut 
plus étre entrainée 4 une production de phages plus active, 
peut-étre a cause des nombreux passages sur gélose ordinaire, 
on décide de poursuivre les recherches avec un B. megathe- 
rium 338 transformé en souche lysogéne par mes soins. Cette 
souche fut également cultivée sur gélose ordinaire. 

La culture de cette souche est facile & émulsionner, bien 
qu'elle produise pas mal d’individus croissant en chapelets. 


RECHERCHES AYANT POUR OBJET LE B. MEGATHERIUM LYSOGENE 338. 


On obtient des suspensions en bouillon de la méme maniére 
que pour le B. meqatherium 899. L’examen de ces suspen- 
sions donne le résultat suivant : 


Nombre de colonies formées par 1 cent. cube de culture 


CAO 000. Aes, NOs Oe aoe eee ae 11.920. 000 
Nombre de plages issues de la suspension dans l’albu- 

mI OH NOW WCW oo 668 8 oo Oe 6 Oe 65.000 
Nombre de plages par centimétre cube de filtrat (1/100). 10.000 


De méme la production de phages des cultures en bouillon 
est aussi beaucoup plus intense chez le B. megatherium 338 
lysogéne que chez le B. megatherium 899, et méme, quand la 
suspension est filtrée immédiatement, elle contient une 
énorme quantité de phages. 

Me basant sur les résultats de ces expériences provisoires, 
je me rendis compte que la souche de B. megatherium 899 en 
ma possession, cultivée sur gélose ordinaire, était devenue 
nettement trop faible, en tant que productrice de phages, 
pour servir 4 mes expériences. Toutefois, grace a ces résultats, 
nous pimes constater que le B. megatherium 338 lysogéne, et 
parfois le B. megatherium 899, étaient capables de céder d’im- 
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Tasteau Il. — Nombre de colonies par centimétre cube d’une culture 
en bouillon du &. megatherium 338 lysogéne, a 37°, et nombre 
de plages par 1 cent. cube du filtrat du méme bouillon. 


NOMBRE Dia oe : 
TEMPS de colonies de pliges 
par i 


centimétre cube 
du filtrat 


centimétre cube 


Om eu LE eet. hAb oct en. ols, 2 244.000 7.000 000 
JR CUrCkra ache 8 swiss Sh os 584.000 5.000.000 
PUN CULCSRp mes as mes Hee 736.000 6.000.000 
Ow CUTO Geechee Sas ade ee UN 560.000 7.500 000 
DBD OUTCS Hm Ek = itor bree tote. & 593 000 2.000 000 
Sa CULOS Mawes, okecuraa ny ety hty oo) cies 458.000 4.000.000 
AC IPOS sale cet:. Sail res te Uncen 824.000 4.500.000 
DEENECURCS tol hd Secewy Pe oaks & ae 628.000 7.500.000 
ASBHEUITES KR IAvee ee aoa els eit 4.204.000 3.000.000 


portantes quantités de phages au bouillon contenant en sus- 
pension les cultures sur gélose — ceci en contradiction avec 
les résultats obtenus par les Wollman — méme par un contact 
de moins d’une minute, et cela pendant toute la durée de 
l’expérience. 


RECHERCHES AYANT POUR OBJET LE B. MEGATHERIUM 899 
CULTIVE EXCLUSIVEMENT SUR GELOSE PEPTONEE. 


Cette souche se développe en une couche facilement dis- 


sociable dans des liquides. Ne servirent 4 l’expérience que 
des souches Agées d’environ quinze a vingt heures, cultivées 
a 37° sur gélose peptonée a 1 p. 100. 


On commence par diluer 1 anse de la culture respectivement dans 
deux tubes contenant l’un 10 cent. cubes de _ bouillon, 1’autre 
10 cent. cubes de bouillon + XX _ gouttes d’albumine de poule 
4 1/5. La suspension dans le bouillon est immédiatement filtrée sur L, 
et examinée avec le bouillon + albumine, ce dernier étant préalable- 
ment soumis A une température de 37° pendant trois heures. 


TasieAu II, — Recherches sur la formation de phages du &. megatherium 
899 (de gélose peptonée) en bouillon et en suspensions lysées. 


Nombre de colonies par centimétre cube des suspensions : 
Ronillonssansyalburowee-eeee nants ene) ue ae e602 000 
Boullonsyavec.al bumines cen sea neki Pal ee hen si <e 6.760.000 

Nombre de plages par centimétre cube du.: 


Filtrat de la suspension (1/1.000)..........+.. 200.000 
Suspension en bouillon + albumine (1/1.000)..... . 900.000 
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Ici également on constate — encore une fois en contradic- 
tion avec les constatations des Wollman — que les cultures 
sur gélose de ce B. megatherium 899 cédent d’importantes 
quantités de phages au bouillon. 

En vue d’observer leur comportement envers l’eau salée 
physiologique (NaCl & 0.90 p. 100), on compare entre eux 
Vancien B. megatherium 899, le nouveau B. megatherium 899 
et le B. megatherium 338 lysogéne. 


On disperse 1 cent. cube d’une suspension de 2 anses d’une 
culture sur gélose 4gée de dix-sept heures de ces microbes cultivés sur 
gélose peptonée seche (agar sans eau condensée) dans 10 cent. cubes 
d’eau salée physiologique, et dans 10 cent. cubes de bouillon ordinaire 
tantot sans, tantot avec 10 p. 100 de lysozyme et dans 10 cent. cubes 
d’une solution de NaCl 4 0,9 p. 100, tantdt sans, tantdt avec 10 p. 100 
de lyzozyme. 

Les colonies de toules les suspensions sont comptées, et les suspen- 
sions sans lysozyme, aussitOt préparées, sont immédialement filtrées 
sur papier et sur bougie Chamberland L,. Les tubes & albumine sont 
soumis pendant deux heures 4 une température de 37°, aprés quoi, 
les plages des filtrats et des suspensions lysées sont comptées sur 
20 millim. cubes de liquide. 

Le reste des suspensions en solution de NaCl 4 0,9 p. 100 de l’ancien 
B. megatherium 899, du nouveau B. megatherium et du B. mega- 
therium lysogéne, est filtré, aprés avoir subi la température de chambre 
pendant deux heures. L’ezamen du filtrat, effectué pour déterminer son 
contenu en phages, donne un résultat absolument négatif. 


Cette méme expérience est répétée plus de six fois dans diffé- 
rentes conditions. Pas une fois les filtrats des suspensions 
microbiennes, faites dans une solution de NaCl, ne décélent 
de plages, méme quand on examine plusieurs centimétres 
cubes de ces filtrats. Dans les expériences de contréle, que l’on 
effectue en méme temps, on a soin d’employer une quantité 
identique de microbes en suspension dans du bouillon. Ici on 
constate que les filtrats de bouillon sont riches en phages. 

Méme si on remplace le NaCl 4 0,9 p. 100 par le liquide de 
Ringer, on obtient le méme résultat que celui obtenu avec le 
NaCl, 4 savoir : absence totale de phages dans les filtrats. 

Toutefois, le résultat est absolument différent aussitét qu'on 
ajoute une quantité minime d’un sérum de cheval, ou un bouil- 
Jon nutritif ordinaire, & la solution de NaCl ow au liquide de 
Ringer. 


BACTERIOPHAGE DU BACTERIUM MEGATHERIUM 623 


Des suspensions en eau distillée donnent, il est vrai, des 
filtrats moins riches en phages que les suspensions en bouil- 
lon simultanément préparées ; ce qui n’empéche que, parfois, 
elles en contiennent une quantité assez importante. L’addition 
de sérum de cheval a 1’eau distillée a pour effet de diminuer 
la quantité de phages contenue dans les filtrats. 


TasLteau IV. — Nombre de colonies par centimétre cube et nombre 
de plages {par 20 millimétres cubes de suspension du 8B. mega- 
therium 899 (ancien), 8. megatherium 899 (nouveau) et 338 lysogéne 
en divers liquides. 


899 ANCIEN 899 NOUVEAU 338 LYSOGENE 


Bouillon 
++ albumine 
NaCl 

albumine A 
Bouillon 
(filtrat) 
Bouillon 
+ albumine 
NaCl 
albumine 
Bouillon 
(filtrat) 
Bouillon 
-- albumine 
NaCl 
(filtrat) 
NaCl 
+ albumine 


Bouillon 
(filtrat) 


ee 
-I 
oouns 
ecooosos | 


lA 


Nombre de plages. . . 
Concentré 

Dilution 1/10 

Dilution 1/100 

Dilution 1/1.000. . . . 
Dilution 1/10.000 . . 
Nombre de colonies issues 


de la suspension diluée) | pee 
ECUMOUIKDES “Gc Bo 5 = 2.230. 1.770.000 2.310.000 


— 
ound 8 


#, nombre de phages indéterminable ; 0, totalement rongé. 


Le tableau V donne un apercu des résultats obtenus sur ce 
probléme. 

Comme on sait, l’eau salée physiologique a une action bac- 
téricide sur certains microbes. Les méningocoques, par exem- 
ple, sont tués en moins d’une heure, et aucun microbe ne 
résiste & la longue & son action destructive. 

Les virus ne font pas exception ; aussi longtemps que l’es- 
tomac de l’Aedes infecté de fievre jaune est suspendu dans 
une solution de NaCl 4 0,9 p. 100 et filtré, le filtrat qu’on en 
retire, ne révéle aucune trace de virus. On avait déja cru que 
le virus de l’estomac du moustique n’était pas d'une dimen- 
sion ultra-microscopique. Stokes, Bauer et Hudson obtinrent 
des résultats négatifs lorsqu’ils employérent une solution 
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Tasteau V. — Influence du liquide de suspension sur le contenu en 
phages des filtrats des suspensions de différentes souches lyso- 
génes du &. megatherium. 


CONTENU 
en phages 
par 
centimétre cube 
du filtrat 


NOM DE LA SOUCHE LIQUIDE A SUSPENSION 


— 


ioe) 


Solution de NaCl a 0,9 p. 100 
+ séruma10p. 100 (14). . 

Solution de NaCl a 0,9 p. 100 
+albumine de poule... 

Solution de NaCl a 0,9 p. 100 
+ bouillon 410 p. 100... 

Liquide de Ringer 

Liquide de Ringer + sérum & 
40 p. 100 (4) : 

Eau distillée 


B. megatherium 899 (nouveau). 


B. megatheritum 899 ancien en 
culture sur gélose absolu- 
ment séche (culture diyée de 
quatorze jours). 


Solution de NaCl a 0,9 p. 100 
+ sérum a 10 p. 100 (41) . 
Solution de NaCl a 0,9 p. 100 

+ albumine de poule... 


Bouillon 


B. megatherium 338 lysogéne, 
sur gélose absolument séche 
(culture agée de quatorze 


Solution de NaCl 4 0,9 p. 100. 
Solution de NaCl @ 0,9 p. 100 
+ séruma10 p. 100 (4). . 


jours). Solution de NaCl a 0,9 p. 100 


+ albumine de poule. . 


(1) Sérum de porc. 
®, nombre de plages indéterminable ; o, couche de eulture totalement rongée. 


EE ST I A PE EE EDR SEES SS SE SE ES EE PE ES ELSE EET IC 


salée pour le filtrat des émulsions d’estomacs de moustiques ; 
les résultats devinrent positifs aprés l’emploi d’un_ sérum 
comme liquide émulseur. Sawyer, Bauer et Mahaffy décou- 
vrent que le virus est rapidement détruit par une solution 
salée aqueuse, mais que de minimes quantités d’albumine 
agissant en tant que « Schutzkolloid » (colloide de protection), 
neutralisent l’effet nocif du sel (12). 


Doerr et Seidenberg (13), et avant eux Ruppin (14) démon- 
(12) Acad. Proefschrift. Amsterdam, 1935. 


(18). Zeitschr. f. Hyg., 449, n° 1, p. 1-9. 
(14) Zeitschr. f. Hyg., 446, 1934, p. 281. 
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trent qu'une solution de NaCl A 0,85 p. 100 a une influence 
nuisible sur le virus de la peste aviaire. Mais quand il s’agit 
de virus fortement concentrés, et que la dilution contient de 
Valbumine, mettons des dilutions a 4 /100, il est indifférent 
d’employer du NaCl 4 0,85 p. 100, une solution tampon ou du 
sérum + NaCl & 0,95 p. 100. Les différences apparaissent déja 
a partir de dilutions 4 1/1.000. Une pareille dilution, préparée 
avec du NaCl 4 0,85 p. 100, est déja inefficace aprés six jours. 
Une dilution 4 1/1.000, composée de NaCl & 0,85 p. 100 + 
sérum 4 10 p. 100 parait étre encore efficace aprés soixante 
jours, 

Dans une dilution de 1/64.000, préparée avec du NaCl & 0,85 
p- 100, le virus est déja inactif aprés trente-six heures. Celui 
contenu dans une dilution de 1/10.384.000 avec du NaCl a 
0,85 p. 100 et du sérum a 1/10, est, aprés trente-six heures, 
encore parfaitement virulent. 

D’ot il n’était pas difficile de déduire, qu’une solution 
salée — dans ce cas du NaCl — détruirait, elle aussi, les parti- 
cules de phages du megatherium. 

Je rencontrai des difficultés en cherchant a faire examen 
expérimental de ce phénoméne, étant donné que le phage 
retiré du B. megatherium 899 ne réagissait convenablement 
qu’a la dilution de 10-4, les dilutions plus grandes contenant 
un nombre trop petit de phages, et que les quantités de bouil- 
lon dans les dilutions plus faibles freinaient nettement |’in- 
fluence du NaCl. 

Bien que ce point soit encore a l'étude, je publie néanmoins 
les données suivantes qui indiquent clairement l’effet du 
NaCl. La technique suivie fut la suivante : 


On prépare une suspension en bouillon de cultures sur gélose, dgées 
de dix-sept heures, du B. megatherium ; la suspension est filtrée, et le 
filtrat titré notamment : en bouillon, en solution de NaCl a 0,9 p. 100 
et en solution de NaCl i 0,9 p. 100 + sérum a 10 p. 100. 

On procétde & un premier relevé du contenu en phages, aussitdt 
la dilution préparée, suivi d’un second, aprés que celle-ci ait subi 
quelques heures la température de chambre & 18°. Ce relevé s’obtient 
en étalant soigneusement 20 millimétres cubes du liquide sur gélose 
inclinée ensemencée préalablement du mutilat 338 (voir tableau V et VI). 


Bien que cette facon de procéder permette de se rendre 


lr) 
bo 
or) 
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Tasteau VI. — Influence du liquide diluant 
et du temps sur les phages, dans les différentes dilutions. 


LIQUIDE DILUANT 


DILUTION 
Solution de NaCl a 0,9 p. 100 
de phages + sérum a 10 p. 100 
5 Nonibre de plages 
par 20 millimétres cubes 
de liquide aprés 


Solution de NaCl a 0,9 p. 100 
Nombre de plages 
par 20 millimétres cubes 
de liquide aprés 


1r° expérience. . . 0 heure 10 heures 0 heure 10 heures 


ceo 
145 
106 
: 50 
85 87 
89 | 56 
19 : 42 
6 44 
17 0) 


cooocowoanm 


2° expérience. ... 0 heure 0 heure 6 heures 


10-1 48 
10-2 : 

10-3 
10-4 
10-5 
10-6 


compte de l’effet nocif du NaCl, il ne me semble cependant 
pas, que cet effet soit d’une intensité sulfisante, pour lui 
attribuer la destruction d'une telle quantité de phages conte- 
nus dans les suspensions des souches lysogénes ; et ce, en 
un laps de temps si court : certainement moins d’une minute. 
Une autre cause — la filtration — devait entrer en jeu, et je 
ne doutais pas qu’un examen plus approfondi me la révélat. 
Cette cause parut étre en effet d’une extréme importance. J’en 
eus la preuve, entre autres, par l’expérience suivante : toute 
la couche d’une culture sur gélose peptonée a 4 p. 100 inclinée 
d'un B. megatherium 899 de moins de dix-sept heures, est 
mise en suspension, aussi minutieusement que possible, dans 
10 cent. cubes d’eau distillée. Aprés Vavoir vigoureusement 
agitée, et laissée reposer pendant dix minutes, cette suspen- 
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sion est filtrée, d’abord sur papier, ensuite sur bougie Cham- 
berland Ly. ’ 

La quantité de phages contenue dans 20 millim. cubes de 
ce filtrat, est dénombrée de la maniére habituelle, déja décrite 
précédemment. 

3 cent. cubes de ce filtrat sont mélangés a 5 cent. cubes 
d’eau distillée et une méme quantité & 5 cent. cubes de NaCl 
a 1,8 p. 100. Ici également on détermine la teneur en phages 
de ce liquide sur 20 millim. cubes. Aprés avoir subi pendant 
vingt minutes la température de la chambre (18°), le liquide des 
tubes est filtré sur L,, et le filtrat est, encore une fois, examiné 
afin de déterminer sa teneur en phages (voir ci-dessous). 


TaBLeAu VIT. 
PLAGES 
par 


NATURE DU LIQUIDE EXAMINE SE 
20 millimétres. 


cubes 
1. Suspension du phage du RB. megath. 899 en eau distillée . . 0 
2¢, Suspension du phage du B. megath. + eau distillée 44. . . 00 
3¢. Suspension du phage du B. megath. + solution du NaCl a 
TGS cePORAR PNA MRE. SS ce wma l Sp Selly eer oo 
4. Filtrat-de 2¢ (eau distillée + phage). ....:.... 5. 00 
5.. Filtrat de 3¢ (NaCl @ 0,9 p. 100) + phage)... ...... 0 


co, couche de culture rongée totalement sans formation de culture secondaire- 


Les résultats de mes recherches donnent trés peu d’appui 
aux conclusions de M. et M™° Wollman, lorsqu’ils croient 
constater que le nombre de plages décelables dans une sus- 
pension de B. megatherium sur gélose est égal, ou a peu prés 
égal, au nombre de microbes que la dite suspension est capable 
de produire par une méme unité. 

La contradiction est méme flagrante, comme on pourra sen 
rendre compte par le tableau VIII. On y trouve le 
nombre de colonies cultivables par centimétre cube des dilu- 
tions d’une suspension en bouillon du B. megatherium 899, 
et le nombre de plages par centimétre cube des mémes dilu- 
tions. f 

Pas plus dans cette expérience que dans les autres, 
je n’ai pu constater de concordance entre le nombre de 
colonies formées et de plages, méme si on prend en considé- 
ration que par l'emploi du filtrat je n’ai pu déceler toutes les 
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Tasteau VIII]. — Nombre de colonies cultivables par centimétre cube 
de dilutions a concentration progressive d’une suspension du 8, 
megath. 899, et nombre de plages décelables par centimétre cube 
du filtrat des mémes dilutions. 


NOMBRE NOMBRE 

DILUTION de ee as: de Beers 
centimétre cube centimétre cube 

GAO Serreh ve cs. oh CeO ase; Mee a ee io) a) 
ASTOO. cos Rec at ten each Rea one oa) 412.500 
TATOO Oa. oso. cee tease one gt so ame ic) 2.500 
pW TRO Siete TALL sr oe i le our ec 2.760.000 450 
LIAO O00; |S hea e heehee) ele eee wee ee #6100000 50 


plages, parce que, en effet, un certain nombre de celles-ci est 
inclus dans les corps bacillaires. 

Ceci est démontré sans exception par toutes mes recherches 
comparées, oti j’ai déterminé le nombre de plages issues d’une 
méme quantité de filtrat et de lysat par le lysozyme provenant 
tous deux de la méme suspension. Le nombre de plages issues 
des lysats de lysozyme était toujours infiniment plus élevé 
que celui des plages issues des filtrats. 

Qu’une quantité — peut-étre importante — de phages du 
megalherium soit incluse dans les corps microbiens et dans 
les spores, est une vérilé que ni moi-méme, ni beaucoup d’au- 
tres ne contestent. 

Aussi bien je me vois forcé de rejeter cette autre conclusion 
des Wollman, lorsqu’ils affirment que les cultures sur gélose 
du B. megatherium ne contiennent pas de phages libres. Indu- 
bitablement, c’est l’emploi de l’eau salée physiologique qui les 
a induits en erreur. Cette méthode d’examiner les filtrats de 
telles suspensions conduit en effet & des résultats semblables a 
ceux décrits par les Wollman. Par l’emploi d’un liquide de 
suspension contenant de l’albumine (sérum de cheval) ou. méme 
une solution d’eau salée physiologique additionnée d’une 
minime quantité de sérum, ou de bouillon, on arrive sur le 
champ a des résultats absolument différents. C’est alors qu’on 
constate que de grandes quantités de phages se trouvent dans 
les cultures sur gélose en dehors des microbes et des spores. 

Etant donné mes résultats si différents, il me semble remar- 
quable que Gratia soit parvenu, par une autre technique que 
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celle des Wollman, a confirmer 1’égalité qui existerait entre le 
nombre de colonies cultivables et celui des plages. 

Je répétai moi-méme avec un B. megatherium 899 (nouveau) 
Vexpérience décrite par Gratia dans ces Annales, 56, 1936, 
p. 341, en suivant scrupuleusement sa technique. Voici les 
résultats obtenus dans deux expériences. 


TaBLEAv IX. 


NOMBRE DE PLAGES 
décelables 
en 1 cent. cube 


EMULSION EN NaCl NOMBRE DE COLONIES 
a 0,9 p. 100 par centimétre cube 


° Ja fy 
PINS eae NOMBRE DE COLONIES NOMBRE DE PLAGES 


décelables 


mais traitée par Valbumine par centimétre cube par centimétre cube 


de poule 


NOS paket te es 
Oi Le 
Owe 


a et b resp. les résultats de deux expériences. 


Pour la premiére expérience (a) j’employai une culture de 
B. megatherium 899 développée sur gélose nutritive ordinaire, 
et pour la seconde expérience (b), la méme souche, mais cette 
fois cultivée sur gélose peptonée a 1 p. 100. Le traitement des 
suspensions par le lysozyme produit sur chacune des souches 
un effet. De la souche cultivée sur gélose ordinaire presque 
tous les individus furent dissous par le lysozyme et, avec eux, 
probablement bon nombre de spores. Fut seule beaucoup plus 
résistante au lysozyme la souche cultivée sur gélose peptonée 
a1 p.1100. 

J’ai constaté ce phénoméne dans toutes mes expériences ; 
toujours l’action du lysozyme fut beaucoup plus forte sur les 
souches cultivées sur gélose ordinaire que sur celles cultivées 
sur gélose peptonée a 1 p. 100. 

Annales de UVInstitut Pasteur, t. 60, n° 6, 1938. 42 
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Au cours de la seconde expérience, les suspensions sont 
filtrées sur L;, aprés avoir subi une température de 37° pen- 
dant deux heures. On constate que le filtrat d’une suspension 
en NaCl ne contient aucune trace de phage et est, en plus, 
bactériologiquement stérile. Le filtrat de la suspension traité 
par le lysozyme est également stérile ; toutefois 20 millim. 
cubes, examinés sur phages, donnérent encore 145 plages. 

Alors que les plages sur les plaques ensemencées avec les 
suspensions non traitées — pour autant qu’il s’agisse de sus- 
pensions en NaCl a 0,9 p. 100 — contenaient toutes — et 
celles des supensions au lysozyme pour la majorité — un 
centre de microbes, les plages formées sur gélose enduite de 
filtrat de la suspension au lysozyme étaient toutes absolument 
limpides et vierges de tache centrale. 

Je suis d’ailleurs d’accord avec Gratia que les soi-disant 
« plages » des expériences I et Il, comme peut-étre celles des 
expériences des Wollman, ne sont pas toutes de véritables 
plages, mais doivent leur existence, pour la plupart, aux 
spores gui, arrivés 4 la germination, libérent le phage, de 
sorte qu’ll se forme une couronne claire autour de la colonie. 

Or, comme je l’ai déja fait remarquer, la technique de 
Gratia n’est pas la méme que celle employée par Wollman. 
En ce qui concerne le dénombrement des plages surtout, il 
serait possible que ce soit a cette différence de technique que 
sont dus des résultats aussi divergents. 

Alors que Wollman, pour déterminer les plages, mélange 
0 cent. cube 4 de la dilution de Ja suspension lysée & V gouttes 
d’une suspension du mutilat 338 et étend le mélange obtenu 
sur gélose, Gratia, lui, mélange 4 cent. cube de la dilution a 
de l’agar fondu, refroidi 4 45°, et coule le produit obtenu en 
boites de Petri. 

Ktant donné que le B. megatheriwm 899 croit en aérobie, il 
ne serait pas impossible a priori d’obtenir les mémes résultats 
que les Wollman, & la condition, bien entendu, d’appliquer 
scrupuleusement leur technique. 

C’est pourquoi je fis en fin de compte l’expérience suivante : 

Une culture de dix-sept heures du B. megatherium 899 sur gélose 


séche peptonée 4 1:p. 100 (sans eau de condensation) est mise en suspen- 
sion dans du NaCl a 0,9 p. 100, 0 c. c. 2 de cetle suspenson sont 
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TABLEAU X. 
SS SP ASC, 
NOMBRE DE MICROBES (COLONIES) NOMBRE DE PLAGES 
DEGRE DE LA DILUTION ; 
Avant l’addition Aprés laction Issues ae a ; 
du lysozyme du lysozyme de mélange 


au lysozyme 


te 


Liquide diluant : NaCl a 0,9 p. 100 : 


Sty Sik tet 500 22 29 + 

Aig CN sete oo: 37 3 eeu 

AO 3 2 1+ 
NOMBRE DE MICROBES (COLONIES) NOMBRE DE PLAGES 


DEGRE DE LA DILUTION 
Issues de 0 c.c. 1 
de mélange 
au lysozyme 


Avant l’addition Aprés l’addition 
d’albumine de poule}d’albumine de poule 


Liquide diluant : bouillon : 


A OR See mere a ol Aoki 922 20 46 ++ 
AO 4 tr 442 2 49 ++ 
UNE ok Gly eee es 14 0 0 +-++ 

+, centre trouble dans presque toutes les « plages »; ++, toutes les plages absolu- 


ment claires, a l’exception d’un petit nombre a centre trouble. 


ajoutés a 10 cent. cubes de NaCl a 0,9 p. 100 et de cette derniére suspen- 
sion on prépare des dilutions en bouillon et en NaCl a 0,9 p. 100. La 
nature de la matiére diluante n’est pas mentionnée dans la publi- 
cation des Wollman, bien que cela ait une certaine importance. 

Les dilutions 4 10—3, 10—4 et 10—5 sont tout de suite, sous le volume 
de 0c. c. 1, mélangées 4 la gélose et coulées en boites de Petri ; chaque 
dilution est ensuite additionnée de V gouttes d’une solution de blanc 
d’ceuf a 1/5. Apres avoir séjourné pendant deux heures 4 une tempé- 
rature de 387°, Oc.c. 1 est mélangé 4 V gouttes d’une suspension 
d’un mutilat 338 de dix-sept heures et étalé sur gélose. En outre, 
0c. c. 1 des dilutions est de nouveau mélangé a l’agar afin de déter- 
miner le nombre de colonies (Voir les résultats de cette expérience au 
tableau X). 


On peut se rendre compte, par la comparaison de la pre- 
miére et de la troisiéme colonne de ce tableau, que, méme par 
cette méthode d’expérimentation, je n’ai pas pu constater de 
concordance entre le nombre de colonies développées et celui 
des plages formées aprés l’action du lysozyme. 
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On trouve bien une pareille concordance entre les 
colonnes 2 et 3 des supensions en NaCl 4 0,9 p. 100, mais cette 
colonne englobe les résultats d’une expérience-contréle, 
ajoutée par moi, et qui n’a pas été effectuée par les Wollman. 
En outre, toutes les plages contenaient une petite zone centrale 
trouble. 


CONCLUSIONS. 


Voici les conclusions que je voudrais tirer de ce qui précéde : 
1° Le phénoméne, constaté par Den Dooren de Jong, de la 
production d’un bactériophage par les spores du B. megathe- 
rium, chauffées & 90°, ne peut étre Ja preuve du phage 
naissant de novo du plasma de la spore. 

2° Observant les conditions dans lesquelles les expériences 
de M. et M™° Wollman ont été elfectuées, il m’a été impos- 
sible de confirmer leur constatation que le nombre de colonies 
& cultiver d’une suspension de B. megatherium 899 est égal a 
celui des plages d’une méme suspension. 

3° Au contraire, il est démontré que le nombre de plages 
obtenues des suspensions de B. megatherium 899, est toujours 
beaucoup moins élevé que celui des colonies de ces mémes 
suspensions. 

4° La constatation de M. et M™° Wollman, en ce qui con- 
cerne l’absence de bactériophage libre dans des cultures sur 
gélose encore jeunes de B. megatherium 899, n’a pu étre 
confirmée par aucune de mes nombreuses expériences de 
controle. 

5° Tl est démontré que M. et M™* Wollman sont arrivés a 
cette conclusion parce qu’ils ont employé en général de l’eau 
salée physiologique pour la préparation des suspensions. 

6° Il est démontré que l’eau salée physiologique a non seu- 
lement un effet destructeur sur le phage du B. megatherium 
899, mais encore qu’elle est responsable du fait que les sus- 
pensions riches en phage en NaCl a 0,9 p. 100, sont tota- 
lement dépourvues de phages apres filtration sur bougie L,, 
méme quand plusieurs centimétres cubes de filtrat sont 
examinés. 


L'INSTABILITE DU SERUM DANS L’EAU DISTILLEE 
ET LES PROTEIDES SERIQUES 


par V. CHORINE. 


Unstitut Pasteur. Service du Professeur Marcuovx.) 


Quand nous avons voulu étudier, en collaboration avec 
M. le professeur Brumpt, la réaction de Henry chez les poules 
au cours de l’infection due au Plasmodium gallinaceum, nous 
nous sommes heurtés 4 un obstacle que nous n’avions pas 
prévu. Le sérum normal des gallinacés donne une réaction 
positive alors que pour les sérums pathologiques, |’intensité 
de cette réaction diminue souvent. 

Il nous fallait tirer au clair cette anomalie et nous avons 
entrepris d’étudier avec plus de précision que nous |’avions 
fait précédemment les lois qui régissent l’instabilité du sérum 
en présence de l’eau distillée. 

On sait que certains sérums pathologiques floculent plus 
fortement dans l’eau distillée que les sérums normaux. Dans 
la pathologie humaine, c’est au cours de la leishmaniose vis- 
cérale que ce phénoméne s’observe avec le plus d’intensité, 
comme Brahmachari [4] l’a montré le premier. Dans d’autres 
maladies a protozoaires : le paludisme, la maladie du sommeil, 
ou dans les infections telles que le typhus exanthématique, la 
syphilis, parfois la tuberculose, etc. [4], on retrouve le méme 
déséquilibre sérique, moins accentué cependant. Des réactions 
sérologiques basées sur cette modification pathologique du 
sérum ont été proposées pour contribuer a établir le diagnostic : 
la réaction de Brahmachari pour la leishmaniose viscérale, 
celle de Klaussner pour la syphilis, et enfin la réaction de 
Henry [6] pour le paludisme. 

On admet, d’autre part, que toutes ces maladies s’accompa- 
gnent souvent d’une augmentation des euglobulines, fraction 
des globulines insoluble dans ]’eau distillée (Emile Marcus) [8]. 
Malheureusement, il existe ici une indécision regrettable, 
car nous ne possédons pas de méthode de dosage com- 
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mode pour les euglobulines définies comme une fraction des 
globulines insolubles dans l’eau distillée. Les substances 
isolées et dosées sous le nom d’euglobulines par précipitation 
saline, soit par le sulfate d’ammonium a 33 p. 100 d’aprés la 
méthode de Porgés [9], soit par le sulfate de soude & 14 p. 100 
d’aprés la méthode de Howe {7] n’ont de commun avec les 
euglobulines définies par leur caractére d’insolubilité dans 
l’eau distillée que le nom [44]. Dans ces conditions, il n’y a 
rien d’étonnant que jusqu’aé présent on n’ait pas réussi 4 trou- 
ver un rapport précis entre la stabilité du sérum dans l'eau 
distillée et la proportion des divers protéides contenus dans 
le sérum. 

La solubilité des protéides du sérum a fait l’objet de nom- 
breuses études en partant de fractions pures et a des pH 
déterminés. La stabilité du sérum entier a été beaucoup moins 
étudiée. 

Que les euglobulines, seule fraction protéidique du séram 
insoluble, jouent un rédle important dans la stabilité du sérum 
dans l’eau distillée, personne ne le contredira. Nous avons vu 
qu’il suffit d’ajouter & un sérum stable, dans l’eau distillée, 
des euglobulines pour que ce sérum commence a floculer dans 
Veau distillée avec une intensité proportionnelle & la quan- 
tité d’euglobulines ajoutées [3]. Cependant, la seule connais- 
sance de la teneur en euglobulines d’un sérum n’est pas une 
condition suffisante pour apprécier le comportement de ce 
sérum vis-a-vis de l’eau distillée. Sérensen [42] a montré que 
la stabilité d’une solution de protéides sériques est fonction 
de la concentration de la solution en protéides. D’autre part, 
Valbumine exerce une action stabilisante dans plusieurs 
réactions ; nous l’avons vu pour la réaction de Henry, pour la 
floculation au péréthynol de Vernes [4]. Il paraitrait donc 
nécessaire, pour se prononcer, de connaitre le taux des divers 
protéides et le rapport des euglobulines avec ceux-ci. Par une 
série de dosages, nous avons étudié les protéides totaux, les 
globulines totales, les euglobulines et les albumines. Le rap- 
port qui joue le réle principal pour la stabilité du sérum est 
le rapport euglobulines/protéides totaux. Il nous semble 
logique de l’exprimer en pour cent d’euglobulines, par rapport 
4 la quantité des protéides totaux dans le sérum ; sous cette 


INSTABILITE DU SERUM DANS L’EAU DISTILLEE 635 


forme, ce rapport nous parait plus commode a concevoir. Par 
conséquent, deux dosages seulement suffisent pour définir l’état 
de stabilité du sérum : dosage des protéides totaux et des 
euglobulines. 

METHODES EMPLOYEES. 


Tous nos dosages ont été faits avec des sérums de vingt- 
quatre heures, séparés du caillot et centrifugés juste avant le 
commencement de l’analyse. La conservation du sérum pen- 
dant quelques jours, méme & la glaciére, améne une évapo- 
ration. Il importe donc de commencer les deux dosages simul- 
tanément ; on y gagne une plus grande exactitude du rapport. 


DosaGr pES PROTEIDES ToTAUx. — Nous opérons toujours sur 2 cent. 
cubes de sérum qu’on précipite dans un tube a centrifugation par 
20 cent. cubes (dix fois son volume) d’acide trichloracétique 4 10 p. 100. 
Sur le précipité séparé par centrifugation et redissous dans quelques 
gouttes de NaOH en solution N, on pratique le microdosage de 1l’azote 
par la méthode de Kjeldhal. 


DosaGr DES EUGLOBULINES. — Comme il n’existe pas de procédé com- 
mode qui permette de doser les euglobulines, fraction insoluble dans 
lVeau_ distillée des globulines totales, nous avons cherché & mettre 
au point une méthode nouvelle. Aprés de nombreux essais, nous nous 
sommes arrétés a la technique suivante: Nous opérons toujours sur 
2 cent. cubes de sérum. On dialyse le sérum contre l’eau distillée a 
travers un petit sac de collodion de 2 4 3 centimétres de longueur 
fixé sur un dialyseur de Machebceuf et Sandor, sous une pression 
de 4 4 5 centimétres de mercure pour éviter la dilution du sérum 
par osmose. La pression de 4 a 5 centimétres de mercure est néces- 
saire pour maintenir l’équilibre pendant les deux premiers jours ; 
ensuite, la phase d’endosmose étant terminée, la pression de 1 ou 
2 centimétres de mercure suffit. Deux ou trois sacs sont plongés dans un 
bocal contenant un litre d’eau distillée renouvelée une fois par jour. 
Pour ne pas faire varier la température de dialyse, le bocal de rechange 
est mis A la glaciére vingt-quatre heures avant. L’eau du bocal est 
recouverte d’une couche de toluéne pur pour éviter Vinfection. Au bout 
de cinq jours de dialyse, on transvase avec une pipette le liquide du 
sac dans un tube a centrifugation. Le sac est lavé huit a dix fois a l’eau 
distillée et les eaux de lavage sont réunies dans Je méme tube de centri- 
fugation. Finalement, on a ajouté en tout 20 cent. cubes d’eau a 2 cent. 
cubes de sérum mis en analyse (dix fois son volume). Le mélange est 
additionné de 0c. c. 10 de HCl N/50 pour compléter la précipitation des 
euglobulines qu’on laisse pendant vingt-quatre heures se parachever a 
la glaciére. Les sacs de collodion qui contiennent quelques parcelles 
d’euglobulines adhérant 4 la paroi sont remplis d’eau distillée et mis a 
la glaciére. Les pipettes qui peuvent avoir conservé quelques parcelles 
d’euglobulines sur le verre sont gardées respectivement dans les tubes 
de centrifugation. Le lendemain, on centrifuge les tubes contenant les 
sérums dialysés et dilués, le liquide surnageant étant rejeté. Le préci- 
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pité est repris 4 nouveau, bien émulsionné dans 20 cent. cubes d’eau 
distillée pour éliminer les protéides solubles. On centrifuge encore au 
bout de trois heures de séjour a la glaciére. Le précipité de la deuxiéme 
centrifugation est redissous dans quelques centimétres cubes de 
NaOH N/10. Les sacs de collodion et les pipettes sont rincés encore une 
fois avec de l’eau distillée. On redissout les euglobulines qui peuvent 
adhérer aux parois avec quelques centimétres cubes de NaOH N/10 et on 
réunit ces produits de lavage aux euglobulines contenues dans le tube 
de centrifugation. Avec toutes les précautions d’usage, on pratique sur 
cette solution d’euglobulines le micro-dosage d’azote par la méthode de 
Kjeldhal. 


CALCUL DES RESULTATS. 


x 


Pour obtenir la quantité d’euglobulines 4 partir de 1’azote, 
nous avons utilisé le coefficient de 6,4. Le reste de l’azote 
obtenu par soustraction de l’azote euglobulinique de l’azote 
total est évalué en albumine en utilisant le coefficient de 6,25. 
La quantité de pseudoglobulines qui se trouve en solution avec 
Valbumine est trés faible. Pour nos dosages, nous avons, sans 
erreur appréciable, confondu les pseudoglobulines avec |’albu- 
mine. L’addition de SO*(NH*)? a demi-saturation 4 la solution 
contenant les protéines solubles, aprés neutralisation de celle- 
cl, ne provoque qu’un trouble minime. 

L’addition des quantités d’euglobulines et d’albumine nous 
fournit la teneur en protéides totaux. 


MESURE DE LA FLOCULATION DU SERUM DANS L EAU DISTILLEE. 


Plusieurs facteurs interviennent dans la floculation du sérum 
dans l’eau distillée et il est nécessaire de les déterminer pour 
obtenir des résultats comparables. 

1° Les produtts de la digestion, souvent riches en lipides, 
changent complétement les résultats de la floculation. Les 
sérums prélevés chez l’>homme ou chez les animaux peu de 
temps aprés le repas sont d’habitude plus ou moins troubles 
et donnent dans l'eau distillée des floculations ot les protéides 
sériques interviennent peu. On peut s’en rendre compte par le 
dosage du précipité qui, une fois lavé A V’acide trichloracé- 
tique, est trés pauvre en azote. Mais ces fausses floculations 
dues 4 d’autres facteurs que les protéides sont passagéres et la 
prise du sang faite chez l’homme douze heures aprés le dernier 
repas et chez les animaux aprés vingt-quatre heures de jetine 
permet de les éliminer. 
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2° Dilution. — Les sérums humains floculent tous en pré- 
sence d’eau distillée. Mais si les sérums normaux floculent a 
1/30-1/50, les sérums pathologiques précipitent souvent en 
solution a 1 p. 4. 

Nous avons toujours travaillé avec la dilution a 4 p. 9, car, 
ainsi que nous l’avons établi, cette dilution se montre trés 
favorable pour permettre d’apprécier le déséquilibre des sérums 
pathologiques [4]. 

3° La concentration en électrolytes, si importante pour assu- 
rer la stabilité des protéides, reste trés constante dans les 
sérums humains et ne varie de facon appréciable que dans 
quelques cas pathologiques : accés paludéens, néphrites, etc., 
et les erreurs dues a cette cause sont trés rares. 

4° Concentration en ions H+. La concentration du sang 
en ions hydrogénes in vivo est trés stable et ne varie que rare- 
ment dans certains états pathologiques trés graves : comme le 
coma diabétique, quand la réserve alcaline se trouve épuisée. 
Au contraire, le sérum conservé in vitro change rapidement 
de pH par perte de CO’. La vitesse du départ de ce gaz dépend 
surtout de la température, de la présence des cellules vivantes 
ou mortes et de la tension propre de l’atmosphére ambiante 
en CO?. Prudhomme a étudié en détails l’influence de la teneur 
en CO? du sérum sur la floculation dans l'eau distillée (40). 

Par conséquent, il est nécessaire de standardiser les condi- 
tions de travail si l’on veut obtenir des résultats comparables. 

En conservant le sérum sur le caillot pendant le méme laps 
de temps et toujours 4 la méme température, le pH d’un 
sérum ne varie que dans des limites trés faibles et l’influence 
de ces petites variations est pratiquement négligeable. 


APPRECIATION DE L’INTENSITE DE LA FLOCULATION. — L’ceil nu 
ne permet qu’une appréciation grossiére de l’intensité de la 
floculation.. L’utilisation d’un photométre tel que celui de 
Vernes, Bricq et Yvon apporte une précision nécessaire pour 
évaluer la densité optique de la floculation. Cependant, nous 
avons constaté que le degré d’opacité ne correspond pas rigou- 
reusement & la quantité de protéides précipitées, car la forme 
sous laquelle se produit la précipitation des euglobulines influe 
sur la densité optique du mélange. Les gros flocons entrainent 
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une densité plus faible que celle d’un précipité constitué de 
particules trés fines. Cependant, la précision est suifisante. Si 
les mesures ne donnent pas une valeur absolue, elles présen- 
tent par la rapidité et la commodité avec lesquelles on les 
obtient un réel avantage ; aussi avons-nous utilisé constam- 
ment cette méthode au cours de nos expériences. 


TECHNIQUE DE LA MESURE DE L’INSTABILITE DU SERUM DANS L’EAU 
DISTILLKE. — Pratiquement, pour satisfaire aux conditions 
relatées ci-dessus, nous avons utilisé la technique que nous 
avons déji appliquée [4] pour la mesure de l’instabilité des 
sérums pathologiques et qui est la suivante : 

1° La prise de sang. — Elle doit étre faite & jeun et en dehors 
de toute période fébrile ; 

2° La conservation du sang. — La mesure doit étre pratiquée 
vingt-quatre heures aprés la prise, le sang conservé a la gla- 
ciére et le sérum séparé du caillot seulement au moment d’exé- 
cuter la réaction. Il ne faut utiliser que des sérums partaite- 
ment limpides, non teintés par l’hémoglobine, débarrassés des 
globules rouges par centrifugation et non chauffés; 

3° Mesure de l’intensité de la floculation. — La verrerie doit 
étre chimiquement pure, lavée au mélange sulfo-chromique. 
On se sert, pour chaque mesure, de deux tubes & hémolyse. 
On met dans chaque tube 1 c. c. 8 d’eau distillée ; dans le pre- 
mier on ajoute 0 c. c. 2 de sérum a examiner. Aprés avoir 
mélangé le contenu en évitant de produire de la mousse, on 
verse rapidement le mélange dans la cuve du photométre et on 
fait la premiére lecture. Puis on procéde de méme pour le 
deuxiéme tube. On a ainsi deux tubes identiques qui se contré- 
lent l’un par l’autre. Il est indispensable d’opérer successive- 
ment sur les deux tubes parce que certains sérums floculent 
trés vite. C’est pour la méme raison que les lectures doivent 
succéder aussi rapidement que possible a l’introduction du 
sérum dans l’eau distillée. | 

Aprés la lecture photométrique, les tubes dans lesquels a été 
reporté le mélange sont bouchés au liége, placés A !’étuve A 
37° pendant trois heures. Retirés de 1’étuve, on les laisse a la 
température du laboratoire pendant vingt minutes et on pro- 
céde a la deuxiéme lecture au photométre. Le chiffre de la 
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floculation s’obtient en soustrayant la premiére lecture de celui 
de la deuxiéme. La différence entre les deux tubes d’un méme 
sérum ne doit pas dépasser 2 4 3° photométriques quand |’ opé- 
ration est bien exécutée ; toute autre différence dépend d’une 
erreur qu’il convient de corriger ; il est alors nécessaire de 
recommencer la réaction. 


LES RESULTATS OBTENUS. 


Nous avons résumé les résultats obtenus avec les sérums 
humains dans le tableau ci-dessous. Nous sommes heureux de 
remercier M"° Crougue, qui a bien voulu nous faire toutes les 
mesures photométriques. : 


TABLEAU 1. 
PROTEIDES 
ye ns eottaheuines ipaee EUGLOBULINES 
cau dntude “  *R,gr¥pmes grammes, PROWAIDES 09402 

De. LO) i, 4 AT, 92 16,55 23.4 
ae att 0 18 82 71,0! 244 
Se 30 1 18,37 73,06 25,4 
caval 5 1837 72,18 25,8 
Asie Ve oe 2 20.38 78,13 26,4 
GpehiGik 3 20,83 71,08 27,0 
eas dine 0 24,28 78,16 21,2 
erage ety teins 2 21,18 76,96 ; 27,5 
Geet, 0 24 ,28 16, 84 21,7 
Appa dis 8 23,30 84,14 21,1 
AAS Pest ola od 0 23,30 82,58 28 ,2 
2 yi 20,64 72,67 28 ,4 
WGA PEA 14 23,07 80,82 28,5 
1 ag OS imal A 9 21,06 13,78 28,5 
afar 12 24,64 85,02 29,0 
VGi od od 4 25 84 86,19 29,4 
4 Hea Pigg 8 22,85 16,96 29), 1 
Oi es oe. 8 24,86 83,27 29,9 
DO ee Tomecet’ 6 24,64 81,95 30,1 
PANG Sail 6 23,30 ; 17,33 30,4 
PANT ten eae 0 21,50 70,28 30,6 
22 3 Daag i 16,46 30,8 
Peeve 1 24 86 80 ,42 30,9 
2h, 99 26,24 84,77 32.4 
25 56 24,64 76,73 32,1 
PT he eh 3 30,69 86,76 38,4 
07 ok ees 25,34 72,78 34,8 
Bech HARE 45 28,67 76,80 Bilas 
Oe a eos se 160 28,67 75,70 37,9 
20 Tae 26 21988 69,77 39)2 
Blin ess. eae t 05, 35 ,84 85 , 28 42,0 
Bo an! Wer ea yy 35, 62 83,09 42,9 
Be ee oe pe UA!) 45,70 86,39 52,9 
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D’aprés ces dosages, on constate que les sérums qui con- 
tiennent moins de 314 p. 100 de protéides insolubles, dilués a 
1 p. 9, restent stables dans l’eau distillée. L’instabilité com- 
mence a se manifester quand la proportion d’euglobulines 
dépasse 32 p. 100 des protéides totaux. La zone de passage 
entre les sérums stables et instables est trés rapide, car la 
stabilité fléchit fortement quand la teneur en euglobualines 
passe de 31 4 32 p. 100. Nous verrons l’explication de ce phé- 
noméne plus loin. 

Nous avons vu, d’ailleurs [4], qu’une légére opacification du 
mélange sérum-eau distillée jusqu’a 10° photométriques ne 
correspond 4 aucun état pathologique du sérum. Le dosage 
confirme l’observation clinique, car cette faible opacification 
ne repose pas sur une modification du rapport euglobulines/ 
protéides totaux, mais dépend d’autres facteurs. Le déséqui- 
libre protéidique est net quand la floculation dans l’eau distil- 
lée dépasse 20° photométriques. Les sérums donnant la flocu- 
lation entre 10 et 20° photométriques sont tantét réellement 
en déséquilibre, tantét présentent des proportions normales de 
protéides. Ce fait se trouve aussi confirmé par les observations 
cliniques. Si la stabilité des sérums prélevés & jeun dépend 
surtout des protéides, celles-ci ne sont pas les seules & inter- 
venir. Cependant les autres facteurs sont moins importants et 
les fortes floculations sont toujours provoquées par l’augmen- 
tation de la proportion des euglobulines. Il est évident qu'il 
existe une zone ot la floculation est peu dense et ot ious les 
facteurs interviennent en méme temps sans qu’on puisse déter- 
miner l’action de chacun autrement que par le dosage. 

Nous avons appliqué cette méthode de dosage aux sérums 
de divers animaux pour savoir si le déséquilibre est provoqué 
sensiblement dans les mémes proportions par l’augmentation 
des euglobulines. Comme pour l’homme, il est absolument 
nécessaire de faire la prise de sang A jeun pour éviter les 
fausses floculations dues aux produits de la digestion. Pour 
cela, tous nos animaux ont jetiné pendant vingt-quatre heures 
avant la prise de sang. Gomme toujours, les sérums troubles 
ou hémolysés ont été rejetés. Les dosages ont été pratiqués sur 
le sérum de vingt-quatre heures, séparé du caillot par centri- 
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fugation juste avant l’analyse. Les résultats obtenus sont 
résumés dans le deuxiéme tableau. 


TaBLeau II. 
PROTEIDES 
FLOCELATION — EUGLOBULINES eo Bete eas es 
Ban distillse en grammes grammes PROTEIDES TOTAUX 

: par litre par litre p- 100 
Pigeon n° 4. 412 13,89 34,02 40,8 
Pigeon n° 2. 12 12,54 24,79 50,6 
Pigeon n° 3. 42 41,65 23,45 49,7 
Pigeon n° 4. 18 12,10 26,10 46,4 
Pigeon n° 5. 16 42,54 26 ,54 47,2 
Canard n° 41. 17 17,02 36,05 47,2 
Canard n°2. 16 18,37 40,03 45,9 
Canard n° 3. 30 16,58 38,67 42,9 
Canard n° 4. 47 21,28 44,94 47,4 
Canard n° 5. 418 16,35 BOF 32 4A ,6 
Poule n°? 4. 47 21,39 46 ,64 45,9 
Poulen°2. 23 22,61 Syl! 43,9 
Poule n®3.. 46 15,47 34,77 44,5 
Poulen°4. 57 21530 DAD 52,8 
Poulen°S . 22 23.16 47,50 48,7 
Poulen°6. 48 : 24,64 52,72 41,0 
apie noe ee 15,01 TAD 9 20,9 
Lapinne2. 3 42,54 65 ,12 49,2 
Hapinene sila “Naa (3 68 ,33 48,7 
Lapinne4. 6 12,99 60,46 24,1 
Chie valeur oO 28,00 84,88 33,0 


Le sérum des oiseaux est généralement trés pauvre en pro- 
téides totaux. Il contient 50 p. 100 environ seulement de la 
quantité qu’on en trouve dans le sérum humain ou dans celui 
de mammiféres tels que le cheval ou le lapin. Cette faible 
teneur en protéides totaux est due & la pauvreté du sérum des 
oiseaux en protéides solubles. Chez la poule, la quantité 
d’euglobulines se rapproche sensiblement de celle que contien- 
nent les sérums humains normaux, tandis que les protéides 
solubles y sont deux ou trois fois moindres. Le sérum de 
pigeon, encore plus pauvre en protéides totaux, ne renferme 
que 1/2 ou 3/4 de la quantité d’euglobulines et de protéides 
solubles contenues dans le sérum de poule. 

D’aprés nos dosages, il résulte que les sérums contenant 
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moins de 30 p. 100 d’euglobulines par rapport 4 la quantité de 
protéides totaux, comme celui du lapin, ne précipitent pas 
dans l’eau. Au contraire, les sérums des oiseaux contenant 
plus de 40 p. 100 d’euglobulines se montrent normalement 
instables. 

En comparant ces deux tableaux, on voit que ]’intensité de 


la floculation est 4 peu prés proportionnelle a la quantité 
d’euglobulines quand la proportion de celles-ci dépasse 


32 p. 100. Les sérums de pigeon contiennent 12 a 44 gr. 
d’euglobulines qui représentent néanmoins 40 a 50 p. 100 des 
protéides totaux. Ils ne donnent qu’une floculation assez faible 
au photométre, malgré qu’elle soit trés visible & Veil nu. 
Ici la quantité totale des euglobulines est trés faible, & peine 
la moitié des euglobulines contenues dans le sérum humain. 
Le sérum de canard contenant plus d’euglobulines — environ 
18 gr. — présente en général une floculation plus intense ; le 
sérum de poules, encore plus riche en euglobulines, flocule 
avec plus d’intensité que le sérum de canard. Enfin, les sérums 
du cheval ou de l'homme, plus riches en euglobulines, donnent 
des floculations plus fortes. En résumé, on peut dire que si 
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la stabilité d’un sérum dans l'eau distillée dépend du rapport 
euglobulines/protéides solubles, l’intensité de la floculation 
est proportionnelle 4 la quantité des euglobulines contenues 
dans le sérum. 

Le graphique ci-dessus représente les résultats de tous nos 
dosages. En ordonnées nous: avons indiqué ]’intensité de la 
floculation mesurée au photométre de V. Y. B. ; en abscisse, la 
quantité d’euglobulines évaluée en grammes par litre de 
sérum. 

Si nous construisons une courbe passant par les résultats 
moyens en laissant de chaque cété un nombre égal des chiffres 
expérimentalement trouvés, et que nous réunissions par deux 
autres courbes, les chiffres les plus écartés, nous obtenons un 
ensemble en éventail qui renferme la totalité de nos dosages. 

La raison en est que la zone dans laquelle la floculation se 
produit s’élargit 4 mesure que |’intensité augmente. Cet éva- 
sement de la zone de floculation tient partiellement 4 l’impré- 
cision de l’appréciation photométrique qui augmente avec 
Vintensité de la floculation. 


DIFFERENTES DILUTIONS DU SERUM ET LES PROTEINES SERIQUES. 


che la 


Jusqu’a présent, nous avons étudié la stabilité du sérum en 
dilution 4 4 p. 9, bien que tous les sérums humains floculent a 
des dilutions convenables. Malheureusement, aux dilutions 
fortes, les mesures de la floculation ne sont pas accessibles au 
photométre, car la densité optique d’un tel mélange cesse com- 
plétement d’étre proportionnelle a l’intensité de la floculation. 
C’est par l’observation, par centrifugation du mélange et par 
le dosage de l’azote dans le précipité centrifugé et lavé qu’on 
peut évaluer correctement lintensité de la floculation. 

D’aprés ces mesures, il ressort que les sérums contenant 
plus de 50 p. 100 de protéides insolubles floculent déja a 
1 p. 3 dans l'eau distillée et que les sérums contenant plus 
de 37 p. 100 d’euglobulines floculent 4 une dilution de 4 pour 4, 
mélange auquel tous les sérums des oiseaux floculent avec une 
intensité aussi marquée que les sérums humains de méme 
teneur en euglobulines. Nous avons vu que les sérums renfer- 
mant plus de 32 p. 100 d’euglobulines floculent a des dilutions 
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a4 p. 9. Les sérums qui floculent seulement 4 des dilutions 
a 4 p. 49 contiennent plus de 29-30 p. 100 d’euglobulines, 
41 p. 39 plus de 27 p. 100, & moins de 25 p. 100, ils ne flocu- 
lent qu’d des dilutions encore plus étendues. On peut vepré- 
senter par le graphique ci-dessous la marche du phénoméne. 
En abscisse, nous indiquons la proportion d’euglobulines par 
rapport aux protéides totaux, en ordonnées la dilution du 


te melange 


- 20% 30% % 50% %o 
Rapport des euglobulines aux proteides tofaux dansle serum 


Fig. 2. 


sérum. On réunit les points qui correspondent a la quantité 
maxima du sérum mélangé a l’eau distillée et qui donne encore 
une floculation appréciable. 


ACTION STABILISANTE DES PROTEIDES SOLUBLES DU SERUM. 


La proportion des euglobulines contenues dans le sérum 
exerce une action primordiale ; quand celle-ci varie de 30 & 
40 p. 100, la stabilité sérique passe par une zone critique et 
diminue fortement. La quantité absolue d’euglobulines ne 
joue pas un role prépondérant. On peut trouver des sérums 
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contenant 12 gr. d’euglobulines par litre, comme les sérums: 
de pigeon, qui floculent & la dilution de 1 p. 5 et des sérums: 
contenant 25 gr. d’euglobulines, comme certains sérums 
humains, qui ne floculent qu’é des dilutions de 1 p. 39. Ce: 
qui importe, c’est le rapport des euglobulines sur les protéides. 
totaux. Les protéides solubles exercent sur la stabilité du 
sérum une action tout aussi importante, mais de signe con- 
traire 4 celle des euglobulines. Dans l’expérience suivante,. 
nous avons précisé le réle de ces protéides. 


ExpERIENCE. — On extrait du sérum de cheval, d’aprés la. 
méthode de Sérensen [42] les euglobulines et l’albumine. On 
dialyse ces deux solutions a la glaciére contre l'eau distillée- 
pendant cing jours. Le 4 de ces produits est égal finalement. 
a —0°02. On raméne la concentration moléculaire de ces solu- 
tions de fagon a avoir A égal —0°60+0°01 par addition de- 
NaCl. On divise chaque solution en deux et avec CO*°HNa a 
2 p. 100 on raméne le pH d’une partie a 6,17 et de l'autre a 
7,143 a 20°. La teneur en protéides de la solution d’euglobu- 
lines déterminée par le dosage d’azote est de 3,82 p. 100, celle: 
de l’albumine est de 9,63 p. 100. 

Dans deux séries de onze tubes & hémolyse, on prépare les. 
mélanges suivants en utilisant chaque fois des solutions pro- 
téidiques 4 méme pH. 


Euglobulines, en cent. cubes.| 0,5} 0,5] 0,5) 0,5) 0.5/0,5) 0,5) 0,5) 0.5) 0,5) 0,5 
Atbumine = Sees 2 ee O 054052105310) 2105 SOG 051) OFS 05-9)" 450 
NaCl a9 p. 1.000, dont le A est 

égal & — 0°60 environ . . .|1,0/0,9)0,8/0,7/0,6/0,5) 0,4) 0,3 0,2) 0,1) 0 


Tous nos mélanges renferment donc la méme quantité, 
12 er. 75 par litre, d’euglobulines. La quantité d’albumine 
varie seule. Avec ces mélanges, de méme qu’avec les solutions 
d’euglobulines et d’albumine pures, on pratique les mesures 
de la floculation dans l'eau distillée 4 4 p. 9. Nous avons 
résumé lesrésultats dansle graphique ci-dessous. En ordonnée, 
nous avons marqué l’intensité de la floculation mesurée au 
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photométre de V. B. Y., en abscisse la quantité d’albumine 
en grammes par litre, et la proportion d’euglobulines par rap- 
port aux protéides totaux dans chaque mélange. 

On voit que la méme quantité d’euglobulines ne répond pas 
d’une facon identique & laction de l’eau distillée. La stabilité 
des euglobulines augmente avec la quantité d’albumine intro- 
duite dans la solution et ceci explique pourquoi des sérums 
contenant la méme quantité d’euglobulines réagissent diffé- 


Degre pholomelrique 
de aaa 


400 


300 


200 


100 


9 
Y 


331% = 284% 8% 2hiy 
d'euglobulines dans le 


L 3 
Proportion melange 


Fic. 3. — La courbe supérieure correspond aux mesures faites 
avec un mélange a pH 6,17, la courbe inférieure 4 un mélange a pH 7,13. 


remment vis-a-vis de l’eau distillée. D’aprés notre expérience, 
il ressort que l’action stabilisante de l’albumine commence A 
se manifester 4 des proportions qui varient avec le pH de la 
solution pour une méme concentration en sels minéraux et un 
méme état de dénaturation des protéides (fig. 3). 

D’aprés notre graphique, il faut que le mélange A pH 6,17 
contienne 81,9 p. 100 d’albumine environ pour inhiber l’action 
des euglobulines et 77,9 p. 100 a pH 7,13. 

Quand on considére la courbe de solution a pH 7,13, on 
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remarque que l’action de l’albumine est presque nulle quand 
elle se trouve en quantité de 25,7 par litre, autrement dit 
qu elle représente 66,9 p. 100 des protéides totaux. Quand elle 
se trouve en quantité de 44,9 gr. par litre et qu’elle constitue 
77,9 p. 100 des protéides totaux, la floculation est presque 
complétement inhibée. Cela revient A dire que lorsque la pro- 
portion des euglobulines dans le mélange passe de 33 a 
22 p. 100 des protéides totaux, la floculation diminue de 300 
a 30° photométriques. La rupture d’équilibre est rapide. 

Nous avons retrouvé par dosages cette brusque rupture 
d’équilibre dans le sérum humain : 2 p. 100 d’augmentation 
d’euglobulines, de 30 4 32 p. 100 améne I’instabilité sérique. 

Ktant donné qu’une certaine quantité d’albumine ne peut 
rendre stable qu’une quantité déterminée d’euglobulines, 
quand cette proportion est dépassée, les euglobulines com- 
mencent a précipiter par dilution du sérum dans 1’eau distillée. 
Il est & remarquer que ce pouvoir protecteur de l’albumine du 
sérum diminue avec la dilution de celui-ci. Une grande dilution 
fait précipiter les euglobulines du sérum qui se montraient 
stables a des dilutions moms fortes comme nous 1]’avons vu 
dans un chapitre précédent. 

C’est la raison pour laquelle il se produit une floculation du 
sérum dans l’eau distillée dans certaines maladies comme 
le paludisme ot la fraction globulinique varie peu, mais ot il 
existe une diminution des protéides totaux aux dépens de 
Valbumine. 


Nous figurons les principaux résultats de nos recherches 
dans le graphique ci-dessous ou, en abscisse nous portons la 
quantité de protéides solubles contenue dans le sérum, en 
ordonnée le rapport p. 100 des euglobulines aux protéides 
totaux. On peut construire les courbes qui correspondent a dif- 
férentes teneurs en euglobulines. Le graphique représente les 
limites intérieures de stabilité du sérum en dilution a 1 p. 4, 
1p. 9, 1 p. 19, etc., correspondant respectivement 4 37 p. 100, 
32 p. 100 et 29-30 p. 100 d’euglobulines. Par simple lecture de 
ce graphique, on peut, suivant les proportions des euglobu- 
lines et de l’albumine, prévoir immédiatement la réaction du 
sérum vis-a-vis de ]’eau distillée. C’est ainsi qu’un sérum con- 
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tenant 20 gr. d’euglobulines par litre floculera dans l'eau dis- 
tillée en dilution de 1 p. 4 quand la quantité de protéides 
solubles est inférieure a 35 gr. ; a 1 p. 9 quand cette quantité 
ne dépasse pas 45 gr. 

De méme on peut savoir quelle doit étre la quantité d’albu- 
mine par litre pour qu’un sérum contenant une quantité d’eu- 
globulines donnée, flocule ou reste stable dans l'eau distillée. 


prot: able 50qr. deuglobitlines par litre ssp 


Agr. 


@ en% 


#5 


t++tees 
+ 
FHP + et eeue acy, 


Profeides solubles en grammes par lifre 
Fic. 4, 


Dans ce travail, nous avons examiné un seul facteur, d’ail- 
leurs le plus important, la teneur du sérum en euglobulines. 
Cependant, d’autres facteurs tels que la teneur du sérum en 
lipoides et les divers complexes lipo-protéidiques peuvent 
jouer un rdle important. 


CONCLUSIONS. 


Les dosages d’euglobulines et de protéides solubles du sérum 
que nous avons pratiqués nous aménent a faire les consta- 
tations suivantes : 
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1° La stabilité du sérum vis-a-vis de l’eau distillée ne dépend 
pas d’une facon absolue de la quantité d’euglobulines conte- 
nues dans le sérum ; 

2° Elle dépend de la proportion d’euglobulines par rapport 
aux protéides totaux. Quand on dilue les sérums humains dans 
eau distillée & 4 p. 9, si les euglobulines s’y trouvent dans un 
rapport inférieur 4 341 p. 4100, elles ne précipitent pas, mais si 
elles atteignent ou dépassent 32 p. 100, elles floculent rapi- 
dement ; 

3° Les sérums d’animaux différent beaucoup entre eux. Le 
sérum de lapin contient peu d’euglobulines, au contraire dans 
le sérum des oiseaux (poules, canards et pigeons) trés pauvre 
en protéides totaux, les euglobulines constituent environ 
40 p. 100 de protéides. Ces derniers sérums sont donc instables 
dans l'eau distillée ; 

4° L’intensité de la floculation dans l’eau distillée est pro- 
portionnelle a la quantité d’euglobulines contenues dans un 
sérum lorsque celles-ci dépassent 31 p. 100 des protéides 
totaux ; 

5° A des dilutions convenables, tous les sérums floculent dans 
l’eau distillée : 4 80 p. 100 d’euglobulines ils floculent a 1 p. 3; 
a 37 p. 100 a4 p. 4; a 32 p. 100, a1 p. 9; avec 29-30 p. 100, a 
Pip t9: etcs 

6° Les protéides solubles du sérum exercent sur les euglobu- 
lines une action stabilisatrice qui dépend de nombreux fac- 
teurs tels que le pH de la solution, la quantité de sels miné- 
raux, la dilution, etc. Suivant l’importance d’un quelconque 
de ces facteurs, une quantité donnée d’albumine ne protége 
qu'une quantité déterminée d’euglobulines ; 

7° Si nous sortons du domaine de l’expérience dans laquelle 
nous avons fait varier le pH, la quantité de sels, etc. et que 
nous envisagions un sérum ou ces facteurs ne varient que peu, 
nous pouvons dire qu’il est possible de prévoir par le dosage 
des protéides solubles et insolubles le comportement de ce 
sérum vis-a-vis de l’eau distillée. 
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INFLUENCE DU BACILLE DE KOCH 
SUR LE BACILLE DE BANG /W WTRO 


par W. SARNOWIEC. 


(Institut Pasteur, 
Laboratoire de recherches sur la Tuberculose.) 


Divers auteurs ont signalé que l’association de certaines 
maladies a pour effet de les faire réagir l’une sur l’autre, et 
que cette réaction se traduit soit par une exaltation, soit par 
un affaiblissement de l'une d’elles. Par exemple, Papacostas 
et Gaté [4] ont constaté la bénignité clinique des angines 
a bacille diphtérique et pneumobacille associés. Tout se passe 
comme si les toxines du bacille de Friedlander génaient la 
végétation du bacille de Léffler, et surtout contrariaient la 
sécrétion normale de ses toxines. 

Un autre exemple est donné par le BCG : les travaux de 
Ninni et de Sanctis Monaldi [2] ont prouvé que non seulement 
ce vaccin protége contre la tuberculose, mais qu'il crée éga- 
lement une défense de l’organisme contre infection subaigué 
a bacille de Bang. Cette résistance se manifeste, non seule- 
ment par une diminution de la mortalité (50 p. 100), mais 
aussi par une élimination ou une destruction rapide et com- 
pléte du bacille de Bang dans l’organisme. Les mémes expéri- 
mentateurs [3] ont confirmé que les animaux prémunis avec 
le BCG sont beaucoup plus résistants vis-a-vis de la bactéridie 
charbonneuse. Nous avons, pour notre part, constaté que cette 
défense coincide avec une moindre production d’anticorps 
brucelliques [4]. 

L’infection tuberculeuse accroit également la résistance des 
cobayes a l’égard du streptocoque. 

Nous signalerons encore les intéressants travaux de Szyma- 
nowski [5] sur les modifications du bacille de Bang déter- 
minées in vitro par la présence du bacille paratyphique 
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(modifications telles que ce bacille passe de la forme S 4 la 
forme R). 

Nos propres recherches [6] de l’an dernier ont montré que : 

1° Par réaction in vivo chez le cobaye, du bacille de Koch 
sur le bacille de Bang, ce dernier avait une virulence et un 
pouvoir antigénique accrus ; 

2° Tl n’en résulte pas cependant que l’infection suive un 
cours plus rapide chez le porteur ; 

3° Chez les cobayes tuberculeux surinfectés par le 
bacille de Bang, on trouve davantage d’agglutinines brucel- 
liques que chez les sujets neufs uniquement brucelliques. 


TECHNIQUE EMPLOYEE. 


Nous avons choisi différentes souches d’Ages divers de 
bacilles de Koch, humaines et bovines, cultivées sur pomme 
de terre. Ces souches ont été surensemencées de bacille de 
Bang, laissées a l’étuve & 37° pendant un mois, puis aban- 
données 4 la température du laboratoire pendant plus de dix- 
huit mois. 

I] est remarquable de constater que la culture du bacille 
de Bang ainsi préparée, était encore vivante aprés cette 
longue période ; dans les conditions ordinaires, sa végéta- 
bilité ne persiste que de quatre a six mois. 

Les souches S (Smooth) seules ont présenté cette lonyé- 
vité ; les souches R (Rough) sont mortes heaucoup plus vite. 

La culture S a alors été ensemencée sur gélose ordinaire 
et sur bouillon, de maniére a bien isoler le bacille de Bang. 
Nous avons essayé, 4 ce moment, de vérifier si l’association 
avait été également favorable au bacille tuberculeux. Mais 
Vensemencement sur pomme de terre et l’inoculation au 
cobaye n’ont donné aucun résultat positif. 

Nous n’avons étudié en détail que deux souches : la souche 
humaine A.M. 6, du 27 mars 1936 et la souche bovine 
Bov. 28, du 6 avril 1936. Elles ont été surensemencées de 
bacille de Bang le 20 mai 1936. 

Un certain nombre de cobayes ont été inoculés avec cha- 
cune d’elles : les résultats ont été les suivants en ce qui 
concerne les modifications observées. 
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VIRULENCE. 


Nous avons inoculé 4 des cobayes différentes doses de 
bacilles de Bang (de 0 c. c. 8 A 2c. c. 8) par voie intrapérito- 
néale et sous-cutanée. La suspension microbienne était pré- 
parée a partir d’une culture en gélose, Agée de vingt-quatre 
heures, additionnée de 5 cent. cubes d’eau physiologique. 

Pour provoquer la mort des cobayes il fallait injecter, par 
voie intrapéritonéale : 0 c. c. 5 a 4 cent. cube de bacilles de 
Bang traités ; 1 cent. cube 4 1 c. c. 5 par voie sous-cutanée, 
tandis que les animaux inoculés avec des bacilles d’origine 
guérissaient. 2 cent. cube & 2 c. c. 5 de ces derniers germes 
étaient nécessaires pour entrainer la mort. 

Remarque. — L’inoculation sous-cutanée, méme a plus 
forte dose, est moins active que l’inoculation intrapéritonéale. 


Le bacille de Bang traité par le bacille tuberculeux bovin 
était particuliérement virulent : il provoquait presque a coup 
sir, a l’endroit de l’injection, une réaction trés forte, abou- 
tissant parfois 4 un abcés et méme Aa la mort, aprés amaigris- 
sement progressif. (Le méme résultat est obtenu parfois aussi 


TasLeAu I, — Résultats des inoculations aux cobayes de diverses 
cultures de bacilles de Bang : cultures d’origine et cultures modi- 
figées par contact avec des bacilles tuberculeux humains et 


bovins. 
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avec la souche modifiée par contact avec le bacille tubercu~ 
leux humain.) 

La dilférence de virulence s'est encore: manifestée de la 
maniére suivante : 

Alors que les femelles de cobayes pleines, inoculées par: 
voie intrapéritonéale a la dose de 0 c. c. 5 ou par vole sous- 
cutanée & la dose de 1 cent. cube de bacilles de Bang traités, 
avortent presque toutes, celles qui sont infectées par le bacille 
de Bang d’origine n’avortent que pour des doses supérieures: 
a 1c. c. 5 et a la condition que Vinjection soit intrapéri- 
tonéale. 

Les résultats des inoculations aux cobayes sont présentés. 
dans le tableau I. 


PROPRIETES SKEROLOGIQUES. 


Nous avons d’abord effectué des essais avec un sérum (4): 

provenant de Bovidés naturellement atteints de Brucellose. 
Nous avions ainsi la certitude, avec ce sérum agglutinant, 

d’étre dans Jes meilleures conditions pour vérifier la pureté 
et Videntité de nos souches traitées. 

Un certain nombre de sérums ont été ensuite préparés chez 
des cobayes préalablement inoculés, par voie intrapéritonéale 
ou sous-cutanée, de chacune de nos souches traitées, mises en 
suspension dans T’eau physiologique a raison d’une culture 
sur gélose, 4gée de vingt-quatre heures (a l’étuve 4 37°), pour 
3 cent. cubes d’eau physiologique. Les injections étaient faites 
a la dose de 0c. c. 5 et 1 c. c. 5 de cette suspension. 

Le sang était prélevé huit & douze jours aprés la derniére 
injection, puis chauffé a 56° pendant demi-heure et réparti 
dans une série de tubes (D = 1 c. c. 5, L = 10 cent. cubes) 
aux dilutions de 41/30, 4/60, 1/100, 4/300, 41/600, 1/4.000, 
1/3.000, 1/6.000, 1/10.000. 

Nous avons ensuite cherché a produire l’agglutination avec 
une suspension assez diluée de bacilles de Bang vivants. Les 


(1) Nous exprimons tous nos remerciements 4 M. Rinjard, directeur 
des Laboratoires de Recherches au Ministére de l’Agriculture, qui a 
bien voulu nous procurer ce sérum. 
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Tasieau Il. — Essais. d’agglutination avec le-sérum de bovidés par 
différentes souches de #rucella d’origine et modifiées par contact 
avec des bacilles tuberculeux humains et bovins. 


: ANDIGENES MODIFIES PAR CONTACT 
ANTIGENE avec des bacilles tuberculeux 


DILUTION dorigine 


du sérum. a) humains b) bovins 
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résultats étaient lus aprés dix-huit heures environ de séjour 
a l’étuve. Ces essais sont. résumés dans les tableaux II et III. 

Il ressort des tableaux précédents que : 

4° Pour le sérum bovin, le pouvoir antigénique du _ bacille: 
de Bang traité par le bacille tuberculeux (souche humaine) 
est légérement supérieur (agglutination totale pour 3 cas au 
41/1.000, pour les deux autres cas agglutination totale au. 
4/3.000 et pour les deux derniers cas, traces au 1/6.000) a 
celui de l’antigéne originel (agglutination compléte au 41/1.000: 
pour 5 cas et, pour les deux autres, traces au 1/4.000). 

Le bacille de Bang traité par des bacilles tuberculeux 
bovins a donné, dans 5 cas sur 7, des phénoménes de zone, 
en agglutinant jusqu’a des dilutions trés élevées (pas d’agglu- 
tination du 1/30 au 1/100, agglutination compléte du 1/300 
au 1/410.000 [traces]). Deux cas ont cependant donné une 
agglutination normale (du 1/30 au 1/1.000). 

2° Pour les sérums des cobayes préparés par des _ bacilles- 
de Bang modifiés, leur valeur agglutinante était supérieure: 
a celle des sérums préparés avec le bacille initial, et cette 
valeur était encore plus grande pour le sérum obtenu par 
l’antigéne modifié par des bacilles tuberculeux de souche 


bovine. 
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Ainsi, avec le sérum des animaux préparés par voie péri- 
tonéale, la souche initiale a été agglutinée jusqu’au 1/600, 
la souche modifiée par contact avec le bacille tuberculeux 
humain jusqu’au 41/1.000, et la souche modifiée par contact 
avec des bacilles tuberculeux bovins jusqu’au 4/3.000 et traces 
au 1/6.000. 

La préparation par voie intrapéritonéale donne un sérum 
plus actif que la préparation par voie sous-cutanée. En effet, 
1° la. souche d’origine a donné, par voie intrapéritonéale : 
agglutination jusqu’au 41/600 ; traces au 1/41.000 ; par voie 
sous-cutanée, agglutination jusqu’au 1/300. 

2° Les bacilles de Bang modifiés en présence de bacilles 
tuberculeux ont donné : 

a) B. humains. — Pour le sérum des animaux préparés 
par voie intrapéritonéale, agglutination jusqu’au 1/1.000 ; 
par voie sous-cutanée, agglutination jusqu’au 4/600. 

b) B. bovins. — Pour le sérum des animaux préparés par 
voie intrapéritonéale, agglutination jusqu’au 1/3.000, traces 
au 4/6.000; par voie sous-cutanée, agglutination jusqu’au 
4/4.000. 

3° Si l'on compare les résultats obtenus avec les sérums 
des cobayes préparés avec les bacilles de Bang modifiés, on 
constate que les taux d’agglutination sont supérieurs & ceux 
des cobayes préparés avec le bacille initial. En outre, leur 
sérum agglutine plus fortement ces antigénes modifiés que 
l’antigéne initial. 

Ainsi, considérons d’abord le sérum de cobaye traité par 
voie intrapéritonéale ou sous-cutanée par les bacilles de Bang 
modifiés par contact avec les bacilles tuberculeux : 

a) La souche humaine a donné (voie intrapéritonéale) : 
agglutination au 1/600 avec l’antigéne initial ; agglutination 
au 1/41.000 avec l’antigéne modifié. 

(Voie sous-cutanée) : agglutination au 1/300 avec l’antigéne 
initial ; agglutination au 1/600 avec lantigéne modifié. 

b) La souche bovine a donné (voie intrapéritonéale) : agglu 
tination au 41/600 (traces au 1/4.000) avec l’antigéne initial ; 
agglutination au 4/3.000 (traces au 1/6.000) avec l’antigéne 
modifié. 
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(Voie sous-cutanée) : agglutination .au 4/600 avec l’antigéene 
initial ; agglutination au 1/41.000 avec I’antigene modifié. 

Remarque. — Les résultats ci-dessus correspondent a une 
moyenne ; certains cas s’en écartaient plus ou moins. 

Quant aux cobayes préparés avec la souche initiale, leur 
-sérum a agglutiné & peu pres de la méme maniére les trois 
-souches étudiées. 

L’agglutination produite par l'un quelconque des sérums 
examinés (surtout avec celui provenant des bovins) avec l|’anti- 
géne modifié par contact avec le bacille tuberculeux (tout par- 
ticulitrement celui traité par des bacilles humains), se pré- 
sentait sous forme de flocons plus volumineux que dans les 
autres cas. 


AUTRES CARACTERES GENERAUX. 


Les cultures modifiées par contact avec des bacilles tuber- 
‘cculeux humains ou bovins se développent autrement sur le 
bouillon’ glycériné et le bouillon ordinaire que la souche 
initiale (séjour prolongé 4 l’étuve a 37°). L’ensemencement 
‘sur bouillon produit tout d’abord un trouble persistant environ 
deux semaines, puis un léger voile trés adhérent se forme 
sur les parois du ballon, tandis qu’un dépdt s’accumule au 
fond. Ce dépdot ne s’agglomére pas ; il se disperse par agita- 
tion. Le bouillon reste constamment trouble et sa couleur 
change. Avec le bouillon glycériné, dont le pH a été ajusté 
au départ & 7,4, on note une acidification (6,5) aprés environ 
trois semaines, puis la réaction redevient légérement alcaline 
au bout d'un mois 4 cing semames (pH = 7,1). En bouillon 
ordinaire, l’acidification est peu marquée. 

La souche d'origine, en bouillon glycériné ou en bouillon 
ordinaire, présente l’évolution suivante : tout d’abord, un 
développement diffus se produit dans tout le milieu, entrai- 
nant un trouble persistant environ une semaine. Ensuite, un 
abondant dépdot s’accumule au fond du ballon, tandis qu’on 
note un éclaircissement graduel du bouillon, dont la couleur 
ne se modifie pas sensiblement. Aprés six semaines environ 
de séjour & l’étuve, ce dépdt s’agglomére (en gateau), que 
Vagitation déplace sans le dissocier. Le bouillon glycériné, 
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‘de pH = 7,4, devient acide (pH = 6,7) aprés environ deux 
semaines de culture. 

Plus tard, aprés environ un mois, on constate une réaction 
-alcaline (pH=8,1 A 8,2). En bouillon ordinaire, |’ acidification 
est peu marquée. 

Les Brucella modifiées par contact avec les bacilles tuber- 
culeux (souche bovine) résistent pendant quarante-cing a 
-cinquante minutes 4 56° et sont détruites aprés environ une 
heure ; les autres résistent au maximum une demi-heure a 
cette température. 

La méthode employée pour l'étude de l’action bactéricide 
‘de la chaleur a consisté a4 émulsionner une culture sur gélose, 
agée de vingt-quatre heures, avec 5 cent. cubes d’eau physio- 
logique, puis 4 porter cette émulsion au bain-marie. Aprés un 
‘délai choisi pour l’essai, nous avons ensemencé cette émul- 
‘Sion sur gélose et en bouillon ordinaire, porté pendant 
‘plusieurs jours 4a 37°, puis réensemencé a nouveau dans les 
mémes milieux. On constate alors, 4 la lecture, la présence 
‘ou l’absence de colonies. 

Les cultures de bacilles de Bang sur pomme de terre, 
‘seules ou associées avec des bacilles tuberculeux, résistent 
mieux a la chaleur que les mémes cultures faites sur gélose. 


‘CONCLUSIONS. 


Toutes ces recherches, effectuées in vitro, sont en accord 
-avec celles que nous ‘avons antérieurement faites in vivo [7]. 
Nous pouvons en conclure que le bacille de Bang, cultivé en 
présence du bacille de Koch d’origine humaine ou bovine, 
vest modifié de telle facon que : 

14° Son pouvoir agglutinant devient supérieur a celui de la 
-souche d’origine. I] est encore plus marqué avec le sérum de 
bovidés (infecté naturellement de Brucellose) qu’avec celui 
de cobayes rendus brucelliques. 

2° La valeur agglutinante des sérums des cobayes préparés 
par des cultures modifiées est fortement augmentée. De plus, 
leur réaction avec l’antigéne également modifié est supérieure 
A celle que l’on .obtient .avec l’antigéne normal (antigéne 
d’origine). 
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3° Le bacille de Bang modifié par contact avec des bacilles 
tuberculeux de souche bovine se montre plus virulent pour le 
cobaye ; il est alors capable de provoquer une forte réaction 
(formation d’abcés) et d’amener la mort de l’animal. Le 
bacille d'origine ne provoque aucune mortalité. 

L’association du bacille de Bang avec le bacille de Koch 
semble donc accroitre les propriétés pathogénes de la souche 
initiale. 

4° C’est le bacille tuberculeux de souche bovine qui agit 
le plus nettement sur le bacille de Bang ; celui-ci devient 
alors, en effet, capable de donner des phénoménes de zone 
avec le sérum des bovidés. 

5° Le pH du bouillon glycériné devient moins alcalin 
(pH 7,4) avec le bacille modifié qu’avec la souche initiale 
(pH 8,2). 

6° La résistance 4 la chaleur du bacille de Bang modifié par 
le bacille tuberculeux de souche bovine est plus grande que 
celle de la souche initiale. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A L'INSTITUT PASTEUR EN 1937 


par L. CRUVEILHIER et Cr. VIALA. 


Ce rapport, établi suivant le plan fixé par la Conférence 
internationale de la Rage, concerne l’année 1937. 


1° Personnes traitées : 


454 personnes ont été admises a suivre le traitement anti- 
rabique. , 


2° Méthode de traitement : 

Depuis 1911 l'Institut Pasteur a adopté la méthode de conser- 
vation en glycérine des moelles atténuées, proposée par E. Roux 
en 1887 (1) et introduite dans la pratique par A. Calmette, 
en 1891. 

En 1937, comme déja en 1936, nous avons employé la glycé- 
rine phosphatée, soit de la glycérine pure mélangée en parties 
égales avec une solution tampon de phosphates destinée a 
maintenir le pH du milieu 4 7,1 environ. Les moelles ainsi 
traitées sont conservées a la glaciére & + 3°. Elles ne sont pas 
utilisées pour la vaccination des personnes mordues apres 
quinze jours de séjour en glycérine phosphatée. 

Les personnes mordues recoivent journellement, pendant la 
durée du traitement qui varie de quinze 4 vingt-cing jours sui- 
vant la gravité des cas, 3 4 5 milligrammes de moelle triturée 
dans 3 cent. cubes d’eau physiologique. 

* 
* ok 

Le virus fixe actuellement utilisé représentait le 4° jan- 
vier 1938, le 1.590° passage de la souche employée lors de la 
création du service des vaccinations antirabiques d’abord rue 
d’Ulm et & partir de 1888 4 1’Institut Pasteur. 


(1) Ces Annales, 4, 1887, p. 87. 
Annales de UInstilut Pasteur, t. 60, n° 6, 1938. 4h 
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Les lapins sont saignés dés que leur paralysie est compléte 
et on extrait immédiatement la moelle par la méthode d’Oshida. 


* 
* * 


Voici le tableau des injections antirabiques : 


REN OUL ress a aeecn arene ee Moelle de 4 jours (3 cent. cubes). 
DSS taped hurls Shue ager cen toeen 8 _— 4 — _ 
Rie SS Geass odes —- 45 — 
A en ee oe Soe Tee — <i = 
Oe Soma ae tho tolils (aioe EM iaeeas _ 3 = 
Ge" (La re ee -- 3 o— — 
fie POX poe oom le ef ane et *o torecae — 4 — _ 
Seles 2G, GEV e wk. -- 3— = 
GO rm lis iy otis al ener ees _— 2 -- — 
AO 0? == Sey bie tel aes eee -- 3 -- — 
1 Cie aes Raion ees «ene Ian _ 5 _ 
SAT as ere Sw Oks eM Aa Hees _ 2 — _ 
J ee PAU SEAL, S25 ST Gotta _ 3 — 
BRC SI Searcy ip ae pees _ 3 0- — 
Le ee reo, OR) eee = 2— — 
LG TOUT, acceaes Van eeee as Moelle de 3 jours (8 cent. cubes). 
Wee ae te ae ett, ee = 
Fes ere Aa own Fees - 2-— = 
AS Sse ewe aks ey oer Moelle de 3 jours (3 cent. cubes). 
20 NET eon Se Giteat te - 2— — 
DEI LSI Ny Rh OT ed nee 1h — 2 — — 
D2SaevOUTE vm newt cote Meu Fe Moelle de 2 jours (3 cent. cubes). 
Doel tet HAS ENS COREL he, Pte —- 2-— — 
BhO we ars bee ae sae — 2 — — 
EK Ee ene oe ie ee — 2.— — 


3° Répartition des personnes traitées d’aprés le territoire 
sur lequel elles ont été mordues : 


4° D’aprés Vespece de l’animal mordeur : 


Chiens de propriétaires connus.......... See ors 482 
Chiens jervan ts fej otc eee ea 464 
Chatssde propriétaires"conuus.. 1 ac ene een een 55 
Chats errants< 2 \i's <c) 2 eeaies Aes (ck aE ee ae cet 24 
Ratsis 3: sides, 8 2 hie ed arate uta ay. cae ee ee ce 26 
Cobaye (attemt de mage des rues) eoy-c ee a ee 4 


Autres: animaux: che oe ei ot ee 5 
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3° D’aprés les prewves de rage chez l’animal mordeur : 


Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par le développement de la maladie chez des animaux ino- 
culés avec son bulbe ou par un examen histologique (2). 


Catégorie B. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par examen vétérinaire. 


Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 

Pour un certain nombre de cas de cette catégorie, vu les 
renseignements fournis par les personnes mordues, la rage 
était cliniquement presque certaine. 


(COU DORIC Aaah Al cette 8 ct won 5. Ae Gal bea 1d es a 2 
Cate zoriewB:) (gear area sik Eicher vn) sate” Sees pear 18 
Calecoriectiie. SRN ee te WOME (cn, ota ts ace 434 


6° D’aprés les caractéres des morsures : 


7° Interposition des vétements : 


Siiiaepeate MUe wns satan) Rens ree es as see 3414 
AGU AV.ErSeles aVeLCMeDLSs tn aecenue- Geeeeas | s08 ened eet Rem ean 143 


8° D’aprés le siége de la morsure (8) : 


GWE, “gph aa CAF Te na POE POR C ee ARE Rue: Sat Seek a >, Se ner 32 
Membres supérietirs 5 -. = 2s ci Wet ar leet me RC 3412 
ABOVE ap ah is Se ce MOE) CIE Seer Sencha Sr ag ae an eR 2 
Nembresuml CrieUnsaets cf Gate cts See seit tet Bs bo a0 fe 108 


9° D’aprés le nombre de jours écoulés entre la morsure et 
le traitement : 


OM epIOULS cae memes che eibeeter > baie Jay oie leks ee 252 
AAT |ORIES tweet URI RESBEr ic, ois S ane shee cctvmist he ed eas os 70 
Sam | OULS semana Cet unstceae st ter eai cs) o) os ran ver tones + cok 83 
PSA Uy | OUTS eee nme eo, Pes seb suet sy ce asl suetol WS ©? 2) Ger © 36 
PhIside ote OUNSHar iiss cy cent kk) ecb oc. Io ikeiecr yc 43 


(2) Les centres nerveux des animaux mordeurs sont aussi examinés 
au Laboratoire national des Recherches vétérinaires d’Alfort, et les 
résultats sont transmis au service. 

(3) Pour les morsures multiples on indique uniquement le siége de 


la plus dangereuse. 
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10° Autres renseignements : 


Répartition par départements des 452 personnes traitées 
mordues en France. 


Alpes-Maritimes . 2... 2... 
Rruennese ts 24s... ee eee 
Aube . ee elt Se Cee 
Galvadesr. .-qieanc. <- See (e 


fA Se, eRe oe 
GEEMone 2 5 es 


Cétes-du-Nord .. 2... Pete 
ROG se tec mene es 
Dordogne... oS. = 

Drome.- = 2 os 
Baee Noho. ks eos 


hat ee a yp? 
Loir-et-Cher. 2... . hc etn 
Loire (Haute-) ......... 
Loire-Inférieure ........ 
Pairet Se eS a ee ES aes 


eed ed ed ee el oe os oe 


Le tableau ci-dessous indique les r 


vyaccimations depuis l’origine. 


Lot 


Marne 
Mayenne 


Meurthe-et-Moselie . 


Morbihan 
- Oise 
Orne ss 
Pas-a6-Calais< - as. ¢oe ae 
Puy-de Dome. . . 


i a Ae 


Pyrénées-Orienlales . 
Rhin (Bas-). .. 

Sarthe. 
Savoie (Haul--). . . . 


Seine } 
Seine-Inférieure 


Banlieue) 
Paris). . 


Seine-et-Marne. .. . 


Seine-et-Oise 


Somme... 
Vendée. . 
Vienne. . 


Vienne (Haute-) 
Yonne 


faeh 
nN 


ultats 


OF DDD DD OF ODS wt WD 0 0 em nd ee De I ee ee OF DD 


ANNEE PERSONNES CATEGORIE CATEGORIE 


traitées | A 


{S86 2.674 234 
Ty. 3. 4.770 | 357 
PSR as 1.622 | 402 | 
1SSG* Se ae 4.830 346 
NSSO7s te 2 4.540 416 | 
iS9l 4.559 | 394 | 
1392 1.790 | 428 | 
1893 1.648 | 432 | 
{894 4 384 | 466 
1895 4.520 422 
1896 1308 | 406 
1897 1.529 | 150 
{S98 1.4635 | 444 | 
1399 1 614 | 452 
1900 1.420 | 179 
1904 Ree > Oe! 174 | 
PN Ph, | 4.405 | 430 | 
i. 628 416 | 
a. | 755 448 
sgn. I 7217 166 
i 772 4173 
IT He | 786 135 


pe 


i OD 


OD em OD UO IDD DO OF ie be GD OD ee OF AD He he 7 1 Oe OF 


MORTALITE 
p- 100 


“ 


No 0 OO OF IO 


vv 


“ 


m eo DODD NO Oo WO wt wl Y 
SDAARVMSOOOCLSTANUNOWUO 


Ape Wy AS Abe) MRK@ Ae 86 ses 1 LS 


wv 


ocooeD 
to ee we 0 OO 
DP Wr OW 
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PERSONNES | CATEGORIE | CATEGORIE |CATEGORIE MORTALITE 
traitées B p- 100 


ANNEE 


524 
467 
401 
342 
395 
330 
373 
654 
.388 
543 
803 
8413 
126 
998 
154 
727 
164 
782 
634 
639 
671 
542 
589 
531 
561 
443 
496 
540 
463 
454 


wD) ote nes eras cet owe cet ws 


oooocoococooooooroorV#r EP NONE COOCONCNS 


qooococoocooooocoocermtoocoooococooocoococj“Tsf 
SooooeoooocooeoeooeoeoK SSSCWUAMMDMeEwroocoowore 


ooococoocooooooOorF OC OF ODWWHEWFOCOCOrF OFF 


— 
oe 
_ 
Lo 
oe 


Total général. 


41° Mesures prises en vue de poursuvre l’évolution des 
cas traités pendant six mois au minimum. 


Les médecins et les vétérinaires, nous ayant adressé des 
personnes mordues, sont priés de nous tenir au courant des 
accidents qui pourraient se produire ultérieurement. 


12° Accidents paralytiques : 


M. M... (Louis), quarante-trois ans, a présenté le 14 octobre, soit 
vingt-quatre heures aprés la quinziéme et derniére injection, une para- 
lysie des membres_inférieurs avec signe de Babinski bilatéral et atteinte 
des sphincters, traduite par une rétention d’urine compléte et une 
constipation absolue. 

Ces divers symptémes n’ont pas tardé a régresser et, dés le 16 octobre, 
les mictions bien que difficiles encore, sont devenues possibles. 

Le 17 octobre, le malade se tenait facilement debout. 
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Vu le 30 octobre et le 15 novembre, le malade marchait normale- 
ment et l’atteinte des sphincters avait disparu complétement. 


M. M... (Louis) a été examiné non seulement par nous, mais aussi 
par MM. Lépine et Mollaret. 


13° Décés : Néant. 


La statistique pour 1937 s’établit donc ainsi : 


TABLE ANALYTIQUE 


DU TOME 60 


Acidophiles..« Inclusions » cellulaires — dans le tissu nerveux et 
dans le rein des pigeons « normaux ». 

Affinités tissulaires du virus vaccinal. ed bvxs ; 

Allergie. Caractéres de 1’ — et de l’immunité centred au tee 
par linoculation de bacilles morts enrobés dans de l’huile de 
vaseline. 

— tuberculinique ghey Vétfant: F 

Alsace. Présence et répartition du bore aris ies eisbmnenes de re 
potassiques d’ — aD ae 

Anatozine dipnieegae: Disparition ékes 1 seis bi pouvoir vacci- 
nant de 1’ — — en présence du sérum antidiphtérique. 

Antivaccinale. Essais de sérothérapie préventive. : 

—. Préparation d’un sérum — avec le testiculo-vaccin. 

Aujeszky. Maladie d’ "homme. 

Autolyse. Sur le phénoméne de Twort-d’Hérelle (bactériophagie ou 
— hérédo-contagieuse). 

Azotobacter. Microbiologie du sol 2 aa eaux. Morphologi et ceco- 
logie des — . : ols 

Bacille de Bang. pene aa ioc ae Koch sur E —— in Dito. 

Bacilles tuberculeux. Caractéres de l’allergie et de l’immunité con- 
férées au cobaye par l’inoculation de — morts enrobés dans de 
Vhuile de vaseline. : 

Bacilles tuberculeuz. Influence dist Pacilic ds Koon sur Me hacia 
de Bang in vitro. ats ie 

Bactéries. Etudes de yaterantigue acltiene: ‘ 

Bactériophages. Dimensions approximatives des alicavanod se ais — 
d’aprés les données fournies par 1]’ultrafiltration. 

— du Bacterium megatherium. : ; 

Bactériophagie. Sur le phénoméne de Tyconts d’Hérelle (= ou nae 
lyse hérédo - contagieuse) . fies 

Bacterium megatherium. Sur le Bactérignbase ne ——. 

Bacteroides. Etudes de systématique bactérienne. Invalidité- ia 
genre — Castellani et Chalmers. Démembrement et reclassifi- 


cation 


308 
142 


215 


270 
277 


285 
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Bore. Sur la présence et la répartition du — dans les ane de 
sels potassiques d’Alsace. eli: 2s 

Cellules. « Inclusions » cellulaires acidoplsiles cae Te tissu nerveux 
et dans le rein des pigeons « normaux ». Rea é 

—. Morphologie de l’inframicrobe herpétique dans le tissu ‘des 
animaux infectés expérimentalement et mécanisme de la forma- 
tion des inclusions qu’il engendre dans les — . 

Chiens. Les — naturellement réfractaires 4 la rage. ee 

Cobaye. Caractéres de l’allergie et de l’immmunité conférées au — 
par l’inoculation de bacilles tuberculeux morts enrobés dans de 
l’huile de _ vaseline. ne toe ; 

—. Disparition chez le — du pouvoir vaceinaet de Panntoxine 
diphtérique en présence du sérum antidiphtérique. 

Diphtérie. Voir Anatozine diphtérique. 


Eauz. Microbiologie du sol et des — . nee et cecologie des 
Azotobacter. ce ie 

Eau distillée. Instabilité ‘iiin sérum as VY — — et ae paptonted 
sériques. 


Encéphalo-my élite équine: "Alterations histopathologiques du_sys- 
teéme nerveux des eae. dans |’infection expérimentale avec le 
virus de |?) — — . ; 

Engrais. Intervention insoupconnée ae Pincers ae — ee la 
diminution de fertilité des sols. 

Entérocoques mobiles. : 

Epithélioma. Nature de aenromite Squier vis-a-vis eae Vy — nee 
le lapin 3 

Fertilité. Voir ep a 

Ganglions lympathiques. Sur le polymorphisme du virus syphili- 
tique dans les — — du lapin. Re eat) CMs tt 

Herpés. Morphologie de l’inframicrobe herpétique dans le tissu des 
animaux infectés expérimentalement. <, Malt ee 

Huile. Chambre & —. Ses avantages pour 1’étude des microorga- 
nismes vivants. Culture des tissus et micromanipulation. 

— de vaseline. Caractéres de l’allergie et de l’immunité conférées 
au cobaye par l’inoculation de bacilles morts enrobés dans de 
Le Stink esl 2 ae es eee ae 

Humeur. Immunité humorale chez les plantes. 

Immunisation du ver a soie contre la pébrine. 


Immunité. Nature de 1’ — acquise vis-d-vis de 1’6pithélioma ches 
le lapin. oy, aes - ; 
. Caractéres de eallenoton a. ae Y _ ontenier au obese 


par l’inoculation de bacilles morts enrobés dans de l’huile de 
vaseline. 


. Role de la peau dane le sarcome ry ie pitt au point aa vue 
ae la réceptivité et de 1’? — 
— humorale chez les plantes. 


451 


465 


TABLE’ ANALYTIQUE 


Inclusions. Morphologie de l’inframicrobe herpétique dans le tissu 
des animaux infectés expérimentalement et mécanisme de la 
formation des — qu’il engendre dans les cellules. 

« Inclusions » cellulaires acidophiles dans le tissu nerveux et dans 
le rein des pigeons « normaux ». Sst oe sod Soe eh 
Inframicrobe herpétique. Morphologie de 1’ — — dans le tissu des 
animaux infectés expérimentalement et mécanisme de la for- 

mation des inclusions qu’il engendre dans les cellules. 

Lapins. Nature de Vimmunité acquise vis-d-vis de 1’épithélioma 
chez le — . : : : : 

— Sur le Polymorphisme Ta virus syphilitiaue ans 1 Sinblions 
eS ae du —. F 

. Altérations Pigion thelon cree ih ete nerveux ee —- dans 
Slintéction expérimentale avec le virus de « l’encéphalo-myélite 
équine ». mei mart oh he ceed Wn a ee, gat a MR 

Lymphatiques. Sur le polymorphisme du virus syphilitique dans 
les ganglions — du lapin. 

Lymphogranulomateux (Virus). Soo iti earn 8 Copia 

Microbiologie du sol et des eaux. Morphologie et cecologie des Azo- 
tobacter. a ee ee no oe oe ee ee eee 

Micromanipulation. La chambre & huile. Culture des tissus et —. 

Microorganismes. La chambre a huile. Ses avantages pour 1’étude 
des — vivants. ; Nena iar 

Morphologie et cecologie des OGD F ; : 

— de l’inframicrobe herpétique dans le tissu des animaux ae 
expérimentalement et mécanisme de la formation des inclu- 
sions qu’il engendre dans les cellules. : was: 

Nerveuz. « Inclusions » cellulaires acidophiles dans io tissu — et 


dans le rein des pigeons « normaux ». 
. Altérations histopathologiques du systéme — 6k ame ae 


Pe intection eo ia avec le virus de « |l’encéphalo-myélite 
équine ». ; 
OEcologie des icnpeer alae i ad parece ol NE Ce te ae a 
Peau. Role de la — dans le sarcome de la poule au point de vue de 
la réceptivité et de Vimmunité. 
Pébrine. Immunisation du ver a soie contre la — . Sg 
Phénoméne de Twort-d’Hérelle. Sur le — — (bactériophagie ou 
autolyse hérédo-contagieuse). . Spee ee ae 
Pigeons. « Inclusions » cellulaires acidophiles dans le tissu nerveux 


elt dans le rein des — « normaux ». 
Plantes. Tumeurs expérimentales des— causées par divers agents 
chimiques. 


—. Immunité inomarale cher ied —. <a ee 
Polymorphisme. Sur le — du virus olslilique lee ibs ae hone 
lymphatiques du lapin. 


401 


308 


316 
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Potasse. Présence et répartition du bore dams les gisements de sels 
potassiques d’Alsace. . . . ae ge vr aoe Zt 
Poule. Réle de la peau dans le sarcome de a — au point de vue de 
la réceptivité et de Vimmunité. . - - 3 oe 
Protéides sériques. Instabilité du sérum Sat intel distillée et 
les — — . <ree2 ae 
Rage. Sur la caktnads fares a Perteun) pour la eaccinatiche 
ee shack ‘ See ee 
. Les chiens ET panacea . is Las ale 
—. Etude des accidents post-vaccino-rabiques. . .- ea 


—. Vaccinations antirabiques 4 l'Institut Pasteur en 1987. 
Réceptivité. Réle de la peau dans le sarcome de la ig au sits 


de vue de la — et de Vimmunité. . . .- . aes : 
Rein « Inclusions » cellulaires —e dans le — des pigeons 

« mnormaux ». . . ee 
Sarcome. Réle de la peau Ha A le — Re la —— au oe Be vue de 

la réceptivité et de Vimmunité. . . . ; ee 


Sels potassiques. Présence et répartition du oe dans es gisements 
re NO: a es Pee ee 

Serpents du Venezuela. : 

Sérothérapie préventive antivaccinale. . 

Sérum. Instabilité du — dans l'eau distillée et caeiueien A seit 

Sérum antidiphtérique. Disparition chez le cobaye du pouvoir vacei- 
nant de lanatoxine diphtérique en présence du — —. 

— antivaccinal. Préparation d’un — —- avec le ‘anasclhe abe 

Sols. Microbiologie du — et des eaux. votes Te et siete des 
Azotobacter. . . & 

. Intervention insoupconnée an “Tandushite dea engrais aie la 

sieeane de fertilité des — .. aes eee ee 

Syphilis. Sur le polymorphisme du virus Sistas dans les 
ganglions lymphatiques du Japin. . . . .-. . .... 

Systématique bactérienne. Etudes de — — . Invalidité du genre 
Bacteroides Castellani et Chalmers. Démembremeni et reclassifi- 
cation. 


Systéme nerveux. Altérations histopathologiques du — — des 
lapins dans linfection pb ak avec le virus de « l’encé- 
phalo-myélite équine ». . . one eS. Tos 

Tissus. La chambre 4 huile. Ses avantages pour I’ ‘étude des micro- 
organismes vivants. La culture des — et la micromanipulation. 

Tissulaires. Affinités — du virus vaccinal. 

Tuberculine. Allergie tuberculinique chez enim: 

Tumeurs et ultra-virus. Virus lymphogranulomateux. z 

— expérimentales des plantes causées par divers agents chi- 
miques. 


Ultrafiltration. Dinchsiens ipipiixtnattecs eek attesearas a ae 
bactériophages d’aprés les données fournies par I’ — 
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Ultravirus. Voir Ultrafiltration. 
—. Tumeurs et — . Virus lymphogranulomateux. 
Vaccine. Etude des affinités tissulaires du virus vaccinal. 


. Préparation d’un sérum antivaccinal avec le testiculo-vaccin. 


—. Essais de sérothérapie antivaccinale préventive. z 

Vaccination antirabique. Méthode classique de Pasteur pour 
la——.. - 4 

—. a des aseMleute pea acame: Oa 


— — 4 l'Institut Pasteur en 1936. 

Venin. Spemnicies du — des HOE paperas fie serpents Fe 
Venezuela. mets 

Ver & soie. amiinieation au —_- — ‘coulis la sete) 


Virus. Altérations histopathologiques du systeéme nerveux ee 
lapins dans Vinfection expérimentale avec le virus de « l’encé- 


phalo-myélite équine ». 
— lymphogranulomateus. . . na a 
— syphilitique. Sur le S agueriiinaie aa — — ane les gan- 


glions lymphatiques du lapin. 5 ad 
— vaccinal. Etude des affinités Ccaclatees ti ——. 
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TABLE ALPHABETIQUE PAR NOMS D’AUTEURS 


DU TOME 60 


Nolices Nécrologiques. 


+ Mesnin (Félix) [1868-1938]. 
7; SapourAup (1864-1938). 


Batty (J.). — Voir Remuicer (P.). 
Barpacw (M.). — Voir Brivré (J.). 
Bertont (Georges). — Sur la méthode Bee de Pasteur pour la 
vaccination antirabique. : é : 
BertrRAnp (Gabriel). — Recherches sur la présence et A renerehon 
du bore dans les gisements de sels potassiques d’Alsace. 
— Sur une intervention insoupgonnée de l’industrie des engrais 


dans la diminution de fertilité des sols. cage oe 

Brsrepka (A.). — De la disparition chez le cobaye du pouvoir vacci- 

nant de l’anatoxine diphtérique en oes. du sérum 

antidiphtérique. : 

— et Gross (L.). — De la ‘atau de IP ;oamnnnite acquise vis- = -vis 
de l|’épithélioma chez le lapin. 

— et Gross (L.). — Du rdle de la peau davis le sarcome ae ie 


poule au point de vue de la réceptivité et de l’immunité. 
Boguet (Paul). — Voir C&sari (E.). 


Bripré (J.) et Barpacn (M.). — Essais de sérothérapie préventive 
antivaccinale. ed ee eee BEE ier em a.” 

Césari (E.) et Boguer (Paul). — Préparation d’un sérum antivacri- 
nal avec le testiculo-vaccin. ; ; 

CHavussinanD (R.). — Contribution a 1’étude ae Vallereie ner 
nique chez enfant. : 

Cuore (V.). — L’instabilité du sérum ate Vaan distillée or ie 
protéides sériques. ee ee a ee eee een? | 

ComANDoN (J.) et DE Fonsrune (P.). — La chambre A huile. Ses avan- 


tages pour ]’étude des microorganismes vivants. La culture 
des tissus et la micromanipulation. ; 
CRUVEILHIER (L.) et Viata (Ch.). — Les yancin tone aitteatianies 
a l'Institut Pasteur en 1937. 
Dracanesco (State). — Voir Marinesco (G.). 
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113 
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TABLE ALPHABETIQUE PAR NOMS D’AUTEURS 


FaSQUELLE (R.). — Voir Levanrrr (C.). 

Fru (P. C.). — Etude sur le bactériophage du Baclerium mega- 
therium. 

FonBRUNE (P. DE). — Voir Coaknes ia ). 

Gueorecuiu (I.). — Les-tumeurs expérimentales des plantes causées 


par divers agents chimiques ; essai d’explication. 

Gross (L.). — Voir Bresrepka (A.). 

Haser (P.). — Voir Paic (M.). 

JABOTINSEI (J.). — Les altérations histopathologiques du systéme 
nerveux des lapins dans l’infection expérimentale avec le 
virus de « l’encéphalo-myélite équine ». 

Kopciowska (L.). — Voir Niconav (S.). 

Krassnorr (D.). — Voir Paic (M.). 

Levapit1 (C.), en collaboration avec Fasguriie (R.) et Remi (L.) 
[pour la partie expérimentale] et M"° ScHorn (R.) [pour 


la partie histologique]. — Etude des affinités tissulaires 
du virus vaccinal. ; 5 
Levenson (Serge). — Entérocoques mobiles eee 
Macrou (Joseph). — Contribution a l’étude de (amununate rane! 


rale chez les plantes. : 

Marinesco (G.) et DRAGANESCO (State). SC mirination a eretade “des 
accidents post-vaccinaux-rabiques (a l’occasion d’un cas 
avec examen anatomo-clinique). : 

Nrconau (S.) et KopciowsKa (L.). — « lnclusionsy: » eellnioines aci- 

dophiles dans le tissu nerveux et dans le rein des pigeons 
« normaux ». : : 
 ——.—La igh onotons 5 Pinraneree farciene Aan le 
hee des animaux infectés expérimentalement et le méca- 

nisme de la formation des inclusions qu'il engendre dans 

les cellules. ; Spe een eee eee NET 

Nyxa (W.). — Nouvelles aie ine sur le polymorphisme du virus 
syphilitique dans les ganglions lymphatiques du lapin. 

Paic (M.), Krassnorr (D.), Haper (P.), Remnré (L.) et Voer (J.). — 
Dimensions approximatives des ultravirus et des bactério- 
phages d’aprés les données fournies par |’ultrafiltration. 

Potrev (V.). — Immunisation du ver & soie contre la pébrine. 

Privor (A.-R.). — Etudes de systématique bactérienne. Invalidité 
du genre Bacteroides Castellani et Chalmers. Démembre- 
ment et reclassification. 

Reinié (L.). — Voir Levanirt (C.). 

Reinié (L.). — Voir Paic (M.). 


Remuincer (P.) et Bamiy (J.). — Les chiens naturellement réfrac- 
taires a la rage. Se pete 
Saenz (A.). — Caractéres de Vailateie ie de Wramanité ood ténées 


au cobaye par l’inoculation de bacilles morts enrobés dans 
de l’huile de vaseline. 
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SarRnowiec (W.). — Influence du bacille de Koch sur le bacille de 
Bang in vitro. . . . i 651 

ScHoen (Rachel). — Tumeurs et alice: virus. Recher oee sur ile virus 
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lymphogranulomateux. 
Scnorn (Rachel). — Voir Levanpiri (GC). 


Tuncman (Zekai Muammer). — La maladie d’Aujeszky observée chez 
Vhomme. 5 95 

VELLARD (J.). — Deore ‘du venin eats arineipules pane ae 
serpents du. Venezuela... «cw >inpdla ee) 

ViaLa (Ch.). — Voir Cruvemuier (L.). 

Voerr (J.). — Voir Paic (M.). 

Winocrapsky (S.). — Etudes sur la microbiologie du sol et des 
eaux (neuviéme mémoire). Sur la morphologie et 1’ceco- 
logie. des Azotobacter...«.~) F<, “tases pewtnstees eee a ee 

Wotan (E.) et M™° Woxtman (E.). — Recherches sur le phéno- 
méne de Twort-d’Hérelle (bactériophagie ou autolyse 
hérédo-contagieuse) [cinquieme mémoire}. . . . . . 13 


ERRATUM 


Article R. Chaussinand (ces Annales, 60, 1938, p. 432). 

Page 437, lignes 32 et 33, au lieu de : montrent une cuti-réaction négative. 
Linfiltration...., ire : montrent une cuti-réaction négative, une intradermo- 
réaction 4 2 milligrammes douteuse, mais une intradermo-réaction a1 centi- 
gramme fortement positive. L’infiltration..... 


Le Gérant : G. Masson. 


—— eee 
Paris. — Ancré imp. de Ja Cour d’Appel, 4, rue Cassette. - - 1938. 


